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POVEZANOST FOSFORILACIONOG STATUSA GLUKOKORTIKOIDNOG RECEPTORA I 
PONAŠANJA PACOVA OBA POLA U NEUROINFLAMATORNOM MODELU DEPRESIJE 
 
Sažetak 
Medijatori inflamacije imaju značajnu ulogu u patogenezi depresije. Jedan od 
načina na koje inflamacija utiče na nastanak ovog oboljenja jeste putem uticaja na 
hipotalamo-hipofizno-nadbubrežnu (HPA) osu i krajnje produkate aktivnosti ove ose, 
glukokortikoide. Glukokortikoidi se u ćelijama vezuju za glukokortikoidni receptor (GR), 
ligand-zavisan transkripcioni faktor, koji nakon vezivanja glukokortikoida prelazi iz 
citoplazme u jedro i mitohondrije, gde reguliše ekspresiju velikog broja gena. Aktivnost 
GR-a je regulisana i kompleksnim obrascem fosforilacija koje mogu da utiču na 
transkripcionu aktivnost ovog receptora. Pored toga što modulišu ekspresiju jedarnih 
gena, GR i njegove fosfoforme utiču i na mitohondrijske procese, i na taj način mogu da 
budu uključeni u proces apoptoze. Značajnu ulogu u nastanku ovog oboljenja ima i pol – 
kod žena se depresija javlja duplo češće nego kod muškaraca. 
Uzimajući u obzir navedene podatke, u ovoj tezi je ispitan uticaj sedmodnevnog 
tretmana inflamatornim agensom, lipopolisaharidom (LPS), na nivoe i fosforilacioni 
status GR-a u citosolu, jedru i mitohondrijama prefrontalnog korteksa (PFC) i 
hipokampusa mužjaka i ženki pacova Wistar soja koji pokazuju depresivno ponašanje.  
Takođe, u citosolu i jedru su praćeni i nivoi košaperona GR-a i kinaza uključenih u 
njegovu forforilaciju, dok su u citosolu i mitohondrijama praćeni nivoi nekoliko kaspaza 
i članova BCL-2 proteinske porodice uključenih u regulaciju apoptoze. Dalje, kako bi se 
utvrdili efekti promena u fosforilaciji na gensku ekspresiju, praćeni su i nivoi iRNK 
nekoliko jedarnih i mitohondrijskih gena koji su regulisani ovim receptorom i koji su 
uključeni u parofiziologiju depresije. 
Rezultati ove studije su pokazali da promene uočene u glukokortikoidnoj 
signalizaciji izazvane LPS-om utiču na procese uključene u nastanak depresije na 
tkivno- i polno- specifičan način. Kod mužjaka, poremećaji u glukokortikoidnoj 
signalizaciji su bili praćeni promenama koje ukazuju na smanjenu neuroplastičnost i 
neuroinflamaciju i povišenu oksidativnu fosforilaciju u PFC-u. Sa druge strane, promene 
u glukokortikoidnoj signalizaciji u hipokampusu su bile praćene promenama koje 
ukazuju na poremećenu serotoninsku neurotransmisiju i narušene neuroendokrine 
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precese. Kada su u pitanju ženke, rezultati ove studije su pokazali da je LPS poremetio 
glukokortikoidnu signalizaciju samo u hipokampusu, gde je doveo do smanjene 
transkripcije gena uključenih u neuroinflamaciju, neuroendokrinu funkciju, 
serotononsku neurotransmisiju, neuroplastičnost i oksidativnu fosforilaciju.  
 
Ključne reči: lipopolisaharid, depresivno ponašanje, pol, prefrontalni korteks, 
hipokampus, glukokortikoidni receptror, mitohondrijski signaling 
Naučna oblast: Biologija 
Uža naučna oblast: Neurobiologija 
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THE ASSOCIATION OF GLUCOCORTICOID RECEPTOR PHOSPHORYLATION STATUS 
AND BEHAVIOR OF RATS OF BOTH SEXES IN NEUROINFLAMMATORY MODEL OF 
DEPRESSION 
 
Abstract 
Inflammatory mediators play a significant role in the pathogenesis of depression. 
One of the ways in which inflammation can influence the onset of this disease is by 
affecting the activity od hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, and the levels of 
glucocorticoids, the end-products of the activity of this axis. Glucocorticoids bind to the 
glucocorticoid receptor (GR), a ligand-dependent transcription factor that, upon 
glucocorticoid binding, translocates from the cytoplasm to the nucleus, where it 
regulates the expression of a large number of genes. GR activity is also regulated by a 
complex pattern of phosphorylations that affect the transcriptional activity of the 
receptor. In addition to modulating the expression of nuclear genes, GR and its 
phosphoforms also affect mitochondrial processes, and may be involved in the process 
of apoptosis. Sex also plays a significant role in the onset of the disease - in women, 
depression occurs twice as often as in men. 
Considering these data, in this study we investigated the effect of the seven-day 
treatment with an inflammatory agent, lipopolysaccharide (LPS), on the levels and 
phosphorylation status of GR in the cytosol, nucleus and mitochondria of the prefrontal 
cortex (PFC) and hippocampus of male and female Wistar rats with depressive-like 
behavior. We also measured the levels of GR co-chaperones and kinases involved in its 
phosphorylation in cytosol and nucleus, together with the levels of several caspases and 
members of the BCL-2 protein family involved in the regulation of apoptosis in the 
cytosol and mitochondria. In order to determine the effects of changes in 
phosphorylation on gene expression, the mRNA levels of several nuclear and 
mitochondrial genes regulated by this receptor and involved in the patophysiology of 
depression were also measured. 
The results of this study showed that changes observed in glucocorticoid 
signaling induced by LPS were associated with processes involved in the onset of 
depression in a tissue- and sex-specific manner. In males, alterations in glucocorticoid 
signaling were followed by alterations that suggest decreased neuroplasticity and 
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neuroinflammation, increased oxidative phosphorylation in PFC. On the other hand,  
alterations in glucocorticoid signalling detected in hippocamous were followed by 
changes that imply disrupted serotonin neurotransmission and neuroendocrine 
processes. As for females, the results of this study indicate that LPS disrupted 
glucocorticoid signaling only in the hippocampus, where it reduced transcription of 
genes involved in neuroinflammation, neuroendocrine function, serotonin 
neurotransmission, neuroplasticity and oxidative phosphorylation. 
 
Key words: lipopolysaccharide, depressive-like behavior, sex, prefrontal cortex, 
hippocampus, glucocorticoid receptor phosphorylation, mitochondrial signaling 
Research area: Biology 
Research field: Neurobiology 
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SPISAK SKRAĆENICA 
ACTH – adrenokortikotropni hormon 
AF-1 – transaktivirajući domen 1  
ALL – limfoblasti akutne leukemija  
AMPA – α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina 
ANOVA – analiza varijanse  
AP-1 – proteinski aktivator 1  
BAD – eng. BCL-2 associated agonist of cell death 
Bag1 – eng. BCL-2 associated athanogene1 
BAK – eng. BCL-2 homologous antagonist/killer 
BAX – eng. BCL-2 associated X protein 
BCL-2 – eng. B-cell lymphoma 2 
BCL-xL – eng. B-cell lymphoma-extra large 
BDNF – neurotrofni moždani faktor  
BID – eng. BH3 interacting-domain death agonist 
BIM – eng. BCL-2-like protein 11 
BSA – albumin iz goveđeg seruma  
CBG – kortikosteroid-vezujući globulin  
CDK – ciklin-zavisna kinaza  
CNS – centralni nervni sistem 
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CREB – eng. cAMP response element-binding 
CRH – kortikotropni oslobaćajući hormon  
CRP – C-reaktivni protein 
DBD – domen zadužen za vezivanje za DNK  
DEX – deksametazon  
DSM – eng. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 
DST – test supresije deksametazonom  
DTT – ditiotreitol  
EDTA – etilen diamino-tetrasirćetna kiselina  
EGTA – etilen glikol-bis(β-aminoetil etar)-N,N,N′,N′-tetrasirćetna kiselina 
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EKT – elektrokonvulzivna terapija 
EPMT – test uzdignutog plus lavirinta 
ERK – kinaze regulisane vanćelijskim signalima  
FasL – Fas ligand 
FDA – Agencija Food and drug administration 
FKBP – FK506-vezujući protein  
FST – test prinudnog plivanja  
GABA-γ – aminobuterna kiseselina  
GILZ – leucinski rajsferšlus indukovan glukokortikoidima 
GR – glukokortikoidni receptor  
GRE –DNK sekvence regulisane glukokortikoidima  
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hsp – protein toplotnog šoka  
ICD – eng. International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems 
IDO – indolamin 2,3-dioksigenaza 
IkB – inhibitor NF-kB 
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IL-1ß – interleukin-1 beta  
IL-6 – interleukin-6  
INF-α – interferon alpha  
IRF – faktor regulacije transkripcije interferona  
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mtDNK – mitohondrijska DNK 
NO – azot-monooksid  
NFκB – jedarni faktor kappa B  
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PARP – poli (ADP-riboza) polimeraza  
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PP5 – proteinska fosfataza 5  
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UVOD 
2 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
1.1. DEPRESIVNI POREMEĆAJ 
Depresija je jedan od najvećih zdravstvenih problema današnjice. Jedan od 
glavnih razloga za takav stav prema ovom oboljenju jeste to što se relativno često 
završava samoubistvom - procenjuje se da 2-8% obolelih od depresije izvrši 
samoubistvo, a da oko 50% osoba koje izvrše samoubistvo boluje od depresije ili 
nekog drugog poremećaja raspoloženja (Bachmann, 2018). Ovde treba napomenuti 
da poremećaji raspoloženja, takođe poznati i kao afektivni poremećaji, 
predstavljaju grupu stanja okarakterisanih prisustvom patološkog afekta, odnosno 
depresivnog ili maničnog raspoloženja, ili njihovog smenjivanja. U ove poremećeje 
spadaju klinička depresija, distimija, ciklotimija, bipolarni poremećaj, hipomanija i 
manija.  
Depresija je bolest koja ima i dosta visoku životnu prevalencu, koja iznosi 
10-15% (Richards, 2011). Takođe, depresivne epizode su u najvećem broju 
slučajeva rekurentne, tj. bolest ima hroničan tok, što značajno narušava kvalitet 
života obolelih. Pored toga, ova bolest može da bude komorbidna sa drugim 
mentalnim i fizičkim oboljenima, i u tom slučaju povećava ukupnu smrtnost ovih 
oboljenja (Bostwick i Pankratz, 2000; Paykel, 2006). Zbog svega prethodno 
navedenog, depresija je rangirana kao drugi vodeći poremećaj čije su posledice 
višegodišnji život sa invaliditetom (Ferrari i sar., 2013a), a prema procenama 
Svetske zdravstvene organizacije, do 2030. godine će zauzeti prvo mesto. 
Veliki uticaj koji depresija ima na javno zdravlje je delimično posledica toga 
što oko 40% pacijenata ne reaguje ni na jedan od dostupnih tretmana (Nestler i 
sar., 2002). Sa druge strane, kod onih pacijenata koji reaguju na neki od tretmana, 
terapijski efekti se razvijaju sporo, uglavnom tokom nekoliko nedelja tretmana, i 
tokom tog perioda kod pacijenata su i dalje prisutni svi simptomi bolesti. Iako su 
danas dostupni lekovi znatno bezbedniji nego pre, njihovi terapijski efekti i mane 
(poput sporog dejstva terapije, niske stope remisije i postojanja pacijenata koji ne 
odgovaraju na tretman) su ostali nepromenjeni. Pored toga, čak i nakon uspešnog 
tretmana, procenjuje se da 20-80% pacijenata ponovo iskusi depresivnu epizodu u 
periodu od 5 godina nakon otklanjanja simptoma (Sheline i sar., 2003).  
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Jedan od uzroka ograničene uspešnosti tretmana depresije jeste nedostatak 
objektivne dijagnostike, koja se trenutno zasniva na prisustvu određenih 
simptoma, koji su vrlo varijabilni. Postojeći način postavljanja dijagnoze takođe 
predstavlja ograničenje u razvoju životinjskih modela i neuropatoloških 
istraživanja zbog toga što su neki od najistaknutijih simptoma depresije u suštini 
subjektivni osećaji koji se ne mogu proceniti kod životinja (Krishnan i sar., 2008). 
Dva najpoznatija i najčešće korišćena kriterijuma za dijagnostikovanje depresije su 
Dijagnostičko-statistički priručnik za duševne poremećaje V (Diagnostic and 
Statistical Manual of Mental Disorders V, DSM-V), koji se koristi u Sjedinjenim 
Američkim Državama i Međunarodna klasifikacija bolesti i srodnih zdravstvenih 
problema 11 (International Statistical Classification of Diseases and Related Health 
Problems 11, ICD-11), koja je rasprostranjena u Evropi.  
DSM-V prepoznaje veliku depresivnu epizodu na osnovu istovremenog 
prisustva određenog broja simptoma (minimum 5 od ukupno 9) u trajanju od bar 2 
nedelje. Primarni simptomi uključuju depresivno ili razdražljivo raspoloženje i 
gubitak interesovanja ili zadovoljstva za sve, ili skoro sve aktivnosti. Ostali 
simptomi su: značajan dobitak ili gubitak na kilaži, insomnija ili hipersomnija, 
psihomotorna agitacija ili retardacija, umor ili gubitak energije, osećaj 
bezvrednosti ili preterane krivice, smanjena sposobnost mišljenja, razmišljanje o 
smrti ili samoubistvu. Ukoliko se velika depresivna epizoda javi ponovo, nakon 
određenog vremena normalnog raspoloženja, postavlja se dijagnoza velikog 
depresivnog poremećaja. DSM-V takođe prepoznaje i distimiju, odnosno hronični 
depresivni poremećaj, koji ima dosta blaže simptome nego veliki depresivni 
poremećaj, ali ti simptomi moraju biti prisutni bar dve godine. Simptomi uključuju 
depresivno raspoloženje tokom većeg dela dana, i bar dva simptoma od sledećih: 
loš apetit, insomnija, nedostatak energije, loše samopouzdanje, nesposobnost 
koncentracije i osećaj beznadežnosti. 
Prema ICD-11, za postavljanje dijagnoze depresivne epizode najmanje četiri 
simptoma moraju biti prisutna u trajanju od bar 2 nedelje. U te simptome spadaju: 
gubitak interesovanja, izostanak emotivnog odgovora, poremećaji sna, gubitak 
apetita, motorna retardacija, promene u težini, gubitak libida i smanjenje energije. 
Ukoliko se depresivna epizoda javi ponovo, nakon nekoliko meseci normalnog 
UVOD 
4 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
raspoloženja, postavlja se dijagnoza rekurentnog depresivnog poremećaja. Kao i 
DSM-V, ova klasifikacija prepoznaje i distimiju, koja je opisana kao period od 
najmanje 2 godine konstantno depresivnog raspoloženja. Simptomi nisu toliko 
ozbiljni kao kod velikog depresivnog poremećaja, ali periodi normalnog 
raspoloženja između depresivnih epizoda retko traju duže od nekoliko nedelja.  
Najveća razlika između ove dve klasifikacije jeste u tome što je prema ICD-
11 potreban niži prag simptoma za postavljanje dijagnoze nego prema DSM-V. 
Pored toga, obe klasifikacije, i DSM-V i ICD-11, razlikuju tri stepena težine 
depresivne epizode: blagu, srednje tešku i tešku. 
1.1.1.  Epidemiologija depresivnog poremećaja 
Godišnja prevalenca za depresivni poremećaj varira u različitim zemljama i 
studijama, i u proseku iznosi oko 3,7% na globalnom nivou (Ferrari i sar., 2013b). 
Sa druge strane, životne prevalence ove bolesti su više i iznose 10-15% (Richards, 
2011). Od sociodemografskih faktora, epidemiološke studije pokazuju da pol, 
godine i ekonomsko stanje imaju najveći uticaja na razvoj depresije (Kessler, 2003; 
Kessler i Bromet, 2013). Naime, poznato je da žene oko dva puta češće oboljevaju 
od depresije nego muškarci (Kessler, 2003), a najveći rizik za dobijanje prve 
depresivne epizode je od kasne adolescencije do sredine 40-ih godina (Kessler i 
Bromet, 2013). Pored toga, osobe nižeg obrazovanja i osobe koje žive u 
siromašnim uslovima imaju veću verovatnoću oboljevanja (Kessler, 2003). 
Kada je u pitanju komorbidnost sa ostalim oboljenjima, pokazano je da čak 
75% obolelih ima bar još jedan od poremećaja klasifikovanih prema DSM-V ili ICD-
11. Komorbidnost je najčešća sa anksioznim poremećajima, i javlja se u 50% 
slučajeva (Richards, 2011). Treba naglasiti i da se simptomi depresije, onako kako 
su definisani DSM-V ili ICD-11 kriterijumima, mogu javiti u kontekstu mnogih 
drugih oboljenja, i u tom slučaju mogu povećati njihovu težinu i smrtnost (Nestler i 
sar., 2002). 
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1.1.2.  Etiologija depresivnog poremećaja 
Poznato je da depresija može da bude porodična - blizanačke studije su 
pokazale da je pojava depresije sa 30-40% određena genetičkim nasleđem (Hasler, 
2010). Smatra se da je ova bolest određena pre uticajem većeg broja gena, nego 
snažnim uticajem manjeg broja gena. Naime, studije koje su proučavale 
polimorfizme kroz ceo genom (genome-wide association studies, GWAS) su otkrile 
prvo 44 (Wray i sar., 2018), a potom i 120 (Howard i sar., 2019) genetskih varijanti 
povezanih sa rizikom od depresije, i pokazale su da su uticaji pojedinačnih 
polimorfizama veoma mali (Wray i sar., 2010). Stoga, ovi podaci pokazuju da 
depresija ima poligensku osnovu, i ukazuju na to da bi važan uticaj na nastanak i 
tok ove bolesti mogle da imaju interakcije između različitih gena, i interakcije 
između genskih varijanti i sredinskih faktora. Neki od gena za koje je pokazano da 
mogu da utiču na nastanak depresije su geni za glukokortikoidni receptor (GR) i 
kortikotropni oslobaćajući hormon (CRH) (Uher, 2008; El Hage i sar., 2009), geni 
za monoamin oksidazu A i neurotrofni moždani faktor (BDNF) (Frodl i sar., 2007), 
kao i geni za i FK506-vezujući protein (FKBP) 5 (Menke i sar., 2013).  
Pored genetičke osnove, uočena je i uloga epigenetskih promena u nastanku 
depresije, i pokazano je da bi epigenetički mehanizmi mogli imati ulogu u 
ostvarivanju terapijskih efekata antidepresiva (Tsankova i sar., 2006). Neki od 
gena čija bi izmenjena metilacija mogla da doprinese povećanom riziku od 
nastanka depresije su geni za GR, BDNF i vazopresin (Weaver i sar., 2004; 
Murgatroyd i sar., 2009; Roth i sar., 2009). 
Kada su u pitanju stresni događaji, već dugo je poznato da na nastanak 
depresije mogu da utiču gubitak posla, finansijska nesigurnost, zdravstveni 
problemi opasni po život, nasilje, razvod ili ožalošćenost (Kessler, 1997). Novija 
istraživanja su pokazala da značajnu ulogu u nastanku depresije imaju i događaji 
poput fizičkog ili seksualnog zlostavljanja, psihološkog zapostavljanja, izloženosti 
nasilju ili rano odvajanje od roditelja (Li i sar., 2016). Pored toga, depresiji mogu 
doprineti i drugih sredinski uticaji kao što su virusne infekcije (Bode i sar., 1996), 
povrede mozga (Jorge i sar., 2004) ili različiti agensi, poput terapije interferonom α 
(INFα) (Bonaccorso i sar., 2001).  
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Zajedno, ovi podaci ukazuju na to da depresija proizilazi iz kompleksne 
interakcije genetičke predispozicije individue i faktora spoljašnje sredine, na 
prvom mestu stresnih životnih situacija. Iako su dosadašnje studije dosta 
doprinele razumevanju biološke osnove ovog premećaja, ta saznanja još uvek nisu 
dovoljna da bi se unapredila dijagnostika i uspešnost lečenja ovog oboljenja.  
1.1.2.1. Uticaj pola na razvoj depresivnog poremećaja 
Mnoga dosadašnja istraživanja su ukazala na dvostruko veću incidencu 
javljanja depresivnog poremećaja kod žena nego kod muškaraca (Bekker i van 
Mens-Verhulst, 2007), kao i veću težinu bolesti i funkcionalnog oštećenja (Riecher-
Rossler, 2010). Polna razlika je uočena i u odgovoru na antidepresive - pokazano je 
da žene bolje odgovaraju na selektivne inhibitore preuzimanja serotonina (SSRI) 
od muškaraca (Kornstein i sar., 2000; Joyce i sar., 2004). Kada je u pitanju uticaj 
polnih hormona na raspoloženje, pokazano je da testosteron pozitivno deluje na 
raspoloženje kod muškaraca (McHenry i sar., 2014), dok je kod depresivnih žena 
uočen niži nivo ovog hormona u poređenju sa kontrolama (Giltay i sar., 2012). 
Takođe, uočen je i značajan uticaj estrogena na depresivne simptome kod žena; 
tačnije, pokazano je da pad u nivou estradiola može da dovede do nastanka 
depresivnih simptoma, i da ti simptomi mogu da budu značajno ublaženi 
primenom 17-β estradiola (Ahokas i sar., 2001).  
Moguće objašnjenje za postojanje polnih razlika u sklonosti ka depresiji 
moglo bi se ogledati u tome što polni hormoni mogu uticati na procese 
neurotransmisije, aktivnost hipotalamo-hipofizno-nadbubrežne (HPA) ose i 
imunskog sistema. Naime, estrogeni utiču na aktivnost neurotransmitera, 
neurogenezu i ekspresiju neurotrofnih faktora (Borrow i Cameron, 2014; Karki i 
sar., 2014; Licznerski i Duman, 2013), dok testosteron utiče na oslobađanje 
dopamina, serotonina i γ-amino buterne kiseline (GABA) (McHenry i sar., 2014). 
Dalje, estrogeni stimulišu sekreciju kortikotropnog oslobađajućeg hormona (CRH) 
i smanjuju ekspresiju GR-a u regionima mozga važnim za funkciju HPA ose - 
hipokampusu, hipotalamusu i hipofizi (Swaab i sar., 2005). Uočen je i protektivan 
efekat estradiola na očuvanje funkcije mitohondrija (Rachman i sar., 1998). Uz to, 
polne razlike su pokazane i u aktivnosti imunskog sistema - žene su manje 
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podložne mnogim infekcijama, imaju pojačanu imunoreaktivnost i češće oboljevaju 
od autoimunskih bolesti u poređenju sa muškarcima (Cannon i St Pierre; 1997, 
Ahmed i sar., 1999).  
Zajedno, ovi nalazi ukazuju na postojanje značajnih polnih razlika u raznim 
sistemima uključenim u patofiziologiju depresije, i ističu značaj izučavanja 
mehanizama koji se nalaze u osnovi ovih razlika. Bolje razumevanje ovih razlika bi 
omogućilo kliničarima da lakše identifikuju žene i muškarce koji imaju povišen 
rizik od oboljevanja, kao i da identifikuju polno-specifične biomarkere ovog 
procesa. Sve ovo bi na kraju moglo da omogući razvoj individualizovanog 
biopsihosocijalnog pristupa, koji bi omogućio efikasniji tretman obolelih. 
1.1.3.  Patofiziologija depresije 
Prva hipoteza depresije, monoaminska hipoteza, formulisana šezdesetih 
godina XX veka, pretpostavlja da je depresija posledica nedostatka serotonina ili 
noradrenalina u određenim regionima mozga. Ona se zasnivala na kliničkim i 
eksperimentalnim nalazima da inhibitori monoamin-oksidaze, enzima koji 
eliminiše kateholamine iz sinaptičkog prostora, poboljšava simptome depresije 
kod ljudi i eksperimentalnih životinja. Međutim, ubrzo je postalo jasno da 
monoaminska hipoteza ne može sama po sebi da objasni sve uočene efekte 
antidepresiva (Nestler i sar., 2002). Stoga je fokus istraživanja pomeren prema 
receptorima i intracelularnim signalnim putevima regulisanim antidepresivima 
(Manji i sar., 2001; Coyle i Duman, 2003). Pokazano je da je depresija uzrokovana 
strukturnim i funkcionalnim promenama različitih molekula u mozgu, a ne samo 
smanjenjem funkcije monoaminima (Slika 1). Tokom vremena, identifikovane su 
promene u nekoliko drugih procesa koji su uključeni u nastanak depresije, poput 
promena u neuroplastičnosti, neurogenezi, inflamaciji i cirkadijalnom ritmu, a 
uočena je i značajna uloga bolesti poput poremećaja štitne žlezde i mitohondrijskih 
bolesti. Kasnije u tekstu će detaljnije biti opisane one hipoteze koje su od posebnog 
značaja za predmet ove disertacije.  
Tokom godina, gledište da je depresija posledica hemijske neravnoteže u 
mozgu je postalo naširoko prihvaćeno među istraživačima, lekarima i opštom 
populacijom. Međutim, dalja istraživanja su dovela do postavljanja još jednog 
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modela depresije - hipoteze mreže. Hipoteza mreže pretpostavlja da su poremećaji 
raspoloženja odraz problema u obradi informacija u okviru određenih neuralnih 
kola u mozgu, i da antidepresivi, kao i drugi tretmani, mogu da otklone simptome 
depresije tako što postepeno poboljšavaju obradu informacija u okviru ovih mreže 
(Slika 2). I zaista, noviji podaci ukazuju na to da je oporavak od depresije pre odraz 
strukturnih i funkcionalnih promena u kritičnim nervnim mrežama koje 
omogućavaju bolju adaptaciju na uslove sredine, nego odraz povećanja ili 
smanjenja koncentracije jednog molekula ili ekspresije jednog gena (Castren, 
2005; Duman i Aghajanian, 2012). Ova hipoteza bi takođe mogla da objasni 
vremensku diskrepancu između dejstva antidepresiva na metabolizam monoamina 
(koje se meri u minutima ili satima) i njihovih terapeutskih efekata (koji su vidljivi 
tek nakon nekoliko nedelja) (Castren, 2005). 
Stres 
Depresija 
Genetski i razvojni 
faktori 
Ponovljene 
epizode 
Napredak bolesti 
Cerebrovaskularna 
insuficijencija 
Poremećaj 
signala 
uključenih u 
neuroplastičnost 
Neuroplastičnost i 
otpornost ćelija 
Slika 1 – Hemijske promene u depresiji. Intracelularni signalni putevi pogođeni 
promenama raspoloženja i antidepresivima. Slika preuzeta i adaptirana na osnovu 
Castren (2005). 
 
Antidepresivi  
Litijum 
Glutamat 
Kortizol 
Energetski  
kapacitet 
Litijum 
Citohrom C 
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Treba napomenuti da se hemijske hipoteze i hipoteza mreže ne isključuju 
međusobno, nego su komplementarne. Naime, kako su sinteza i oslobađanje bitnih 
signalnih molekula regulisani nervnom aktivnošću, promene u aktivnosti 
neuralnih mreža mogu da dovedu do promene u koncentraciji tih signalnih 
molekula. Stoga, iako su inicijalni efekti antidepresiva očigledno hemijski i često 
usmereni ka metabolizmu monoamina, adaptivne promene u koncentraciji tih 
signalnih molekula koje potom slede su tesno povezane sa strukturom neuralnih 
mreža, i mogu biti pre posledica izmenjene obrade informacija nego njen uzrok.  
1.1.3.1. Monoaminska hipoteza depresije 
Osnovna verzija ove hipoteze pretpostavlja da je depresija posledica 
smanjene količine monoamina u mozgu, na prvom mestu serotonina i 
noradrenalina, i da antidepresivi ostvaruju svoje efekte povećavajući dostupnost 
Slika 2 – Hipoteza mreže. a) U zdravom mozgu, informacije obrađuju mreže 
neurona. b) U depresiji, obrada informacija u pojedinim mrežama ne funkcioniše 
kako treba jer su neki neuroni oštećeni ili mrtvi. c) Terapija poboljšava povezanost u 
neuralnim mrežama povećavanjem plastičnosti, što dovodi do oporavka veza u 
oštećenjim neuralnim mrežama. Slika preuzeta i adaptirana iz Castren (2005). 
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ovih neurotransmitera prevashodno na nivou sinapsi (Nestler i sar., 2002). U 
prilog ovoj hipotezi ide nekoliko ključnih nalaza: (1) akutno pražnjenje triptofana, 
koji je polazni molekul u sintezi serotona, dovodi do nastanka depresije kod osoba 
koje se nalaze u remisiji ili kod srodnika pacijenata obolelih od depresije (Ruhe i 
sar., 2007); (2) postoji korelacija između rizika za nastanak depresije i 
polimorfizama gena za serotoninske receptore (Caspi i sar., 2003); (3) kod osoba 
obolelih od depresije je uočena smanjena zapremina Locus coreulus-a u kojem je 
smeštena glavnina svih noradrenalinskih neurona u mozgu, potom smanjena 
aktivnost tirozin hidroksilaze uključene u metabolizam noradrenalina i adrenalina 
i povišena aktivnost α-2 adrenalinskih receptora, što zajedno ukazuje na umanjenu 
kateholaminsku neurotransmisiju kod ovih pacijenata (Delgado i Moreno, 2000); 
(4) kod pacijenata sa depresijom utišana je i aktivnost dopaminskog sistema 
(Dunlop i Nemeroff, 2007); (5) sa depresijom je asocirana povišena aktivnost 
monoamin oksidaze, koja je odgovorna za degradaciju monoamina (Meyer i sar., 
2006); (6) svi antidepresivi koji su trenutno u upotrebi dovode do pojačavanja 
aktivnosti monoaminskih neurotransmitera u sinaptičkoj pukotini. 
Međutim, iako je danas opšte poznato da su monoaminski sistemi uključeni 
u patofiziologiju depresije, poremećaji u ovim sistemima čine samo mali deo 
kompleksnih neuromodulatornih mehanizama koji se nalaze u osnovi ovog 
poremećaja (Belmaker i Agam, 2008). Ovome u prilog idu i novije studije koje su 
dale oprečne rezultate kada je u pitanju nivo metabolita noradrenalina i serotonina 
u plazmi, urinu i cerebro-spinalnoj tečnosti osoba obolelih od depresije (Anisman i 
sar., 2008). U potonjim decenijama, ova hipoteza je prošla kroz više modifikacija u 
pokušaju da se objasne određene nedoslednosti, od kojih je glavna vremenska 
diskrepanca između dejstva antidepresiva na dostupnost monoamina i njihovih 
terapeutskih efekata (Racagni i Popoli, 2008).  
1.1.3.2. Glutamatna hipoteza 
Devedesetih godina XX veka je uočeno da antagonisti glutamatnog NMDA 
receptora imaju antidepresivna svojstva (Trullas i Skolnick, 1990), što je dovelo do 
formulisanja glutamatne hipoteze. U prilog ovoj hipotezi ide veliki broj kliničkih 
studija koje su pokazale da je patofiziologija depresije povezana sa disfunkcijom 
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glutamatnog sistema, kao i sa poremećajima u mehanizmima koji regulišu 
eliminaciju i metabolizam glutamata (Sanacora i sar., 2012). Takođe, pokazano je 
da tretman antidepresivima može da dovede do smanjenja nivoa glutamata u 
plazmi pacijenata obolelih od depresije (Sanacora i sar., 2012). Efekti glutamata su 
uočeni prevashodno na nivou hipokampusa, amigdale i prefrontalnog korteksa 
(PFC), a to su regioni koji su često pogođeni depresijom (Zhou i Danbolt, 2014). 
Glutamatna transmisija može da bude modulisana na prvom mestu stresom i 
glukokortikoidima, koji mogu da utiču na oslobađanje i metabolizam glutamata, ali 
i na glutamatne receptore (Di i sar., 2009). 
Iako je pokazano da neurotransmisija posredovana monoaminima ima 
primarnu ulogu u modulaciji emocija i kognicije (Pralong i sar., 2002; Robbins i 
Arnsten, 2009), centralnu ulogu u regulaciji kompleksnih emocionalnih i 
kognitivnih promena asociranih sa depresijom ima ekscitatorna neurotransmisija, 
koja možda predstavlja i finalni zajednički signalni put dejstva terapijskih 
tretmana depresije i ostalih poremećaja raspoloženja. Stoga ne iznenađuje to što se 
neke od novih strategija lečenja depresije koje bi mogle da budu odobrene u 
skorijoj budućnosti od strane američke Uprave za hranu i lekove (Food and drug 
administration, FDA) baziraju na jedinjenjima koja modulišu glutamatnu 
neurotransmisiju, na prvom mestu putem modulacije funkcije NMDA receptora 
(Sanacora i sar., 2012).  
1.1.3.3. Hipoteza neuroplastičnosti 
Veliki broj studija je ukazao na ulogu izmenjene neuroplastičnosti u 
depresiji, kako u životinjskim modelima, tako i u kliničkim studijama. Na 
postmortem uzorcima hipokampusa pacijenata sa depresijom uočeni su atrofija i 
povlačenje apikalnih dendrita piramidnih neurona hipokampusa, smanjena 
neurogeneza u dentatnom girusu hipokampusa (Stockmeier i sar., 2004), kao i 
regresija dendritske mreže piramidnih neurona u medijalnom PFC (Rajkowska i 
sar., 1999). Ove promene mogu da imaju značajan uticaj na strukturu pogođenih 
regiona mozga, utičući na remodelovanje dendrita, redukciju sinapsi i, potencijano, 
na smanjenje zapremine tih regiona (Pittenger i Duman, 2008).  
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Tačan molekulski mehanizam koji se nalazi u osnovi izmenjene 
neuroplastičnosti u depresiji i dalje nije jasan. Neke studije su ukazale na značajnu 
ulogu NMDA i AMPA receptora u indukovanju morfoloških promena uključenih u 
neuroplastičnost (Fifkova i Van Harreveld, 1977). Takođe je uočena i smanjena 
ekspresija neurotrofnih faktora, poput BDNF-a (Frodl i sar., 2007) i vaskularnog 
endotelnog faktora rasta (VEGF) (Heine i sar., 2005), a pokazano je i da hroničan 
stres, kao i hronično visok nivo glukokortikoida, u hipokampusu dovode do 
narušavanja neuroplastičnosti (Pittenger i Duman, 2008).  
U prilog ovoj hipotezi idu i studije koje su pokazale da antidepresivi 
poboljšavaju neuroplastičnost. Naime, u životinjskim modelima je pokazano da 
antidepresivi mogu da poprave brojne neurohistološke promene izazvane stresom 
(Pittenger i Duman, 2008), a kliničke studije su ukazale na značajnu ulogu BDNF-a 
u ovom procesu; tačnije, pokazale su da je kod pacijenata obolelih od depresije 
nivo BDNF-a značajno povišen pri tretmanu antidepresivima, i da korelira sa 
ublažavanjem simptoma bolesti (Brunoni i sar., 2008).  
Međutim, ova hipoteza ima nekoliko ograničenja. Naime, na osnovu 
dosadašnjih saznanja, nemoguće je zaključiti da li je neuroplastičnost uzrok ili 
posledica neuropatoloških procesa povezanih sa depresijom, a pokazano je i da 
stres i depresija nisu uvek povezani sa smanjenjem, a terapija antidepresivima sa 
povećanjem procesa neuroplastičnosti u svim regionima mozga (Pliakas i sar., 
2001; Newton i sar., 2002).  
1.1.3.4. Endokrina hipoteza 
Devedesetih godina prošlog veka je postavljena glukokortikoidna hipoteza 
depresije, koja pretpostavlja da narušena glukokortikoidna signalizacija i aktivnost 
HPA ose predstavljaju uzrok nastanka depresije, kao i da terapija antidepresivima 
dovodi do normalizacije ovog stanja (Holsboer i Barden, 1996).  
Veliki broj kliničkih nalaza ide u prilog ovoj hipotezi. Naime, hiperaktivnost 
HPA ose je jedno od najpostojanijih bioloških nalaza kod ljudi obolelih od kliničke 
depresije (Pariante i Lightman, 2008). Pojačana aktivnost HPA ose je ujedno i 
ključna za odgovor organizma na stres (Pariante i Lightman, 2008), a poznato je da 
stresni životni događaji takođe mogu da dovedu do nastanka kliničke depresije 
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(Kendler i sar., 2003). Dalje, kod pacijenata obolelih od depresije su uočeni i 
povećani nivoi adrenokortikotropnog hormona (ACTH) i kortizola u krvi, povećan 
nivo CRH u cerebrospinalnoj tečnosti i povećani nivo kortizola u pljuvački i 
mokraći (Rubin i sar., 1987; Maes i sar., 1998; Swaab i sar., 2005). Čest nalaz kod 
ovih pacijenata jeste i narušena negativna povratna sprega posredovana 
glukokortikoidima, odnosno GR rezistencija (Bao i sar., 2008). Pacijenti oboleli od 
depresije takođe pokazuju i izmenjen odgovor u neuroendokrinim funkcionalnim 
testovima, poput testa supresije deksametazonom. U ovom testu, osobama se 
uveče daje određena doza DEX-a koji, kao moćan supresor HPA ose, dovodi do 
smanjenja lučenja endogenih glukokortikoida. Budući da DEX ne prolazi krvno-
moždanu barijeru, svoj efekat ostvaruje na nivou hipofize supresijom lučenja 
ACTH. Kod pacijenata sa depresijom supresija lučenja kortizola nakon 
administracije DEX-a je smanjena.  
Iako je nedvosmisleno pokazano da u kliničkoj depresiji dolazi do 
poremećaja u funkciji HPA ose, ovo saznanje još uvek nije otvorilo nove opcije za 
terapiju iz nekoliko razloga. Naime, izmenjena aktivnost HPA ose se javlja kod 
većine, ali ne i kod svih pacijenata sa depresijom (Anacker i sar., 2011). Pored toga, 
povećana aktivnost HPA ose je povezana sa simptomima melanholične depresije, 
dok su simptomi atipične depresije povezani sa smanjenom funkcijom HPA ose 
(Gold i sar., 1996; Oquendo i sar., 2003). Jedna meta-analiza je pokazala da je, 
nezavisno od popravljene psihopatologije, oko 50% pacijenata imalo sličan nivo 
kortizola pre i posle tretmana antidepresivima (McKay i Zakzanis, 2010). Treba 
naglasiti i da poremećna funkcija HPA ose nije karakteristična samo za depresiju, 
nego se javlja i kod drugih psihijatrijskih oboljenja, poput bipolarnog poremećaja 
ili šizofrenije (Webster i sar., 2002).  
1.1.3.5. Citokinska hipoteza 
Kako je uloga neuroinflamacije u patogenezi depresije tema ove disertacije, 
uloga imunskog sistema u nastanku ovog oboljenja će biti detaljnije opisana u 
odeljku 1.2. U ovom odeljku će samo u kratkim crtama biti navedeni neki od 
najvažnijih nalaza koji su ukazali na to da bi sistemska inflamacija mogla da bude 
značaj činilac patofiziologije ovog oboljenja. Naime, istraživanja su pokazala da kod 
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pacijenta sa depresijom, koji su inače medicinski zdravi, dolazi do povećane 
produkcije proinflamatornih citokina, naročito interleukina 6 (IL-6), interleukina 1 
beta (IL-1ß) i faktora nekroze tumora alfa (TNF-α), kako u perifernoj krvi, tako i u 
cerebrospinalnoj tečnosti, kao i do povećane produkcije akutnih faznih proteina, 
poput C-reaktivnog proteina (CRP), hemokina i adhezivnih molekula (Maes, 1999, 
Danner i sar., 2003; Alesci i sar., 2005). Pored toga, kod pacijenata koji primaju 
terapiju interferenom-α (IFN-α) uočeni su simptomi depresije koji se mogu 
otkloniti uzimanjem antidepresiva (Capuron i sar., 2002a). Pokazano je i da 
citokini utiču na pojedine procese uključene u nastanak depresije, poput 
monoaminskih sistema, HPA ose i GR-a (Miller i sar., 2009b). Svi ovi nalazi su 
doveli do formiranje citokinske hipoteze depresije, prema kojoj je depresija 
posledica povišene produkcije proinflamatornih citokina izazvane nekom vrstom 
stresora. 
1.1.3.6. Hipoteza o disfunkciji mitohondrija 
Veći broj kako prekliničkih, tako i kliničkih studija, ukazao je na značajnu 
ulogu mitohondrija u nastanku kliničke depresije. Na primer, studije su pokazale 
da hronični stres kojim su izloženi miševi može da inhibira oksidativnu 
fosforilaciju u mitohondrijama, umanji potencijal mitohondrijske membrane i 
ošteti ultrastrukturu mitohondrija u nekoliko moždanih regiona, uključujući 
hipokampus, korteks i hipotalamus (Gong i sar., 2011; Rezin i sar., 2008). Studije 
su takođe pokazale da pacijenti oboleli od kliničke depresije imaju smanjenu 
potrošnju glukoze u PFC-u, anteriornom cingulatnom girusu i kaudatnom nukleusu 
(Rezin i sar., 2008; Gardner i sar., 2003; Videbech, 2000). Uočena je i smanjena 
metabolička aktivnost u većem broju moždanih regiona depresivnih pacijenata 
(Newton i sar., 2002; Mayberg, 1994; Mayberg i sar., 1994), kao i promene u 
veličini i distribuciji mitohondrija u neuronima, koje bi mogle da budu povezane sa 
deficitima u energiji (Cataldo i sar., 2010). Pored toga, nekoliko studija je potvrdilo 
ulogu mitohondrija u nastanku depresije. Na primer, post-mortem studije 
pacijenata obolelih od teških oblika depresije su pokazale da je u mitohondrijskoj 
DNK (mtDNK) moždanog tkiva ovih pacijenata prisutno više delecija nego u 
mtDNK njihovog mišićnog tkiva (Suomalainen i sar., 1992).  
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Ovi nalazi su doveli do postavljanja hipoteze o disfunkciji mitohondrija, koja 
predlaže da poremećaji u funkciji mitohondrija mogu da budu povezani sa 
nastankom raznih psihijatrijskih oboljenja, poput kliničke depresije (Gardner i 
Boles, 2011).  
1.1.4.  Terapijske strategije lečenja kliničke depresije 
U terapiji depresije koriste se tri pristupa - farmakoterapija, psihoterapija i 
somatski tretmani. Po potrebi, ovi pristupi mogu da se primenuju i kombinovano. 
Psihoterapija se koristi kod blažih i srednje teških oblika depresije, dok se u 
kombinaciji sa tretmanom antidepresivima koristi za lečenje težih oblika. 
Kognitivno-bihejvioralna terapija i interpersonalna terapija su psihoterapije za 
koje je pokazano da su efikasne u lečenju ovog poremećaja (Kupfer i sar., 2012). 
Što se tiče antidepresiva, dejstvo svih koji su trenutno u upotrebi se zasniva na 
povećanju aktivnosti monoamina u sinaptičkoj pukotini (Fava i Kendler, 2000). 
Međutim, iako antidepresivi dovode do trenutnog povećanja monoamina u sinapsi, 
za postizanje terapijskog učinka potrebno je najmanje dve nedelje, a tek nakon šest 
nedelja mogu se videti njihovi puni efekti, što predstavlja jedan od najvećih 
nedostataka terapije antidepresivima. Jedini nefarmakološki, somatski tretman 
široko dostupan za lečenje kliničke depresije je elektrokonvulzivna terapija (EKT). 
Ova terapija se primenjuje kod pacijenata sa psihotičnim tipom depresije i kod 
onih koji ne odgovaraju povoljno na lečenje antidepresivnim lekovima (Fava i 
Kendler, 2000; Little, 2009). EKT je efikasna u akutnom lečenju, a dugotrajni efekti 
još uvek nisu potvrđeni (Little, 2009).  
Međutim, uprkos postojanju različitih vrsta lečenja, terapija depresivnog 
poremećaja i dalje ostaje suboptimalna, jer tek oko 50-60% pacijenata biva 
potpuno izlečeno (Nestler i sar., 2002). Stoga bi bolje razumevanje biološke osnove 
depresije otvorilo mogućnosti za razvoj novih lekova koji bi poboljšali uspešnost 
lečenja ovog oboljenja. Postoji nekoliko novih tretmana, od kojih su neki ili tek 
odobreni, ili se još uvek razmatraju od strane FDA i mogli bi biti odobreni do 2021. 
godine.  
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Dejstvo ovih tretmana se zasniva na modulaciji nemonoaminskih sistema, a 
neki od tih lekova su:  
(1) esketamin, stereoizomer selektivnog antagoniste NMDA receptora, 
ketamina, koji je odobren ove godine;  
(2) rapastinel, parcijalni agonista NMDA receptora (Ragguett i sar., 2019);  
(3) ALKS 5461, jedinjenje koje kombinuje buprenofrin i samidorfanom, od kojih 
je prvi parcijalni agonista mi-opioidnih receptora, a drugi antagonista 
kapa-opioidnih receptora (Thase i sar., 2019). Ovde treba napomenuti 
da je u skorije vreme uočena značajna uloga opioidnih receptora u 
modulaciji odgovora na stres, anhedonije i raspoloženja, što je dovelo do 
toga da se modulatori ovih receptora počnu razmatrati kao potencijalni 
antidepresivi (Bailey i Husbands, 2018.); 
(4) breksanolon (SAGE-547), modulacija pozitivnog alosternog modulatora 
GABA receptora, alopregnanolona, koji treba da bude namenjen 
tretmanu postporođajne depresije (Kanes i sar., 2017); 
(5) transkranijalna magnetna stimulacija, koja bi mogla da bude opcija za ljude 
koji nisu u mogućnosti da koriste lekove (McNamara i sar., 2001). 
1.1.5.  Životinjski modeli depresije 
Uzimajući u obzir kompleksnu prirodu ovog poremećaja, kreiranje validnih 
modela depresije je dosta teže nego kreiranje modela nekih drugih bolesti, poput 
kancera ili autoimunskih oboljenja. Jedna od poteškoća u kreiranju životinjskih 
modela depresije proizilazi iz toga što se mnoga obeležja depresije, poput 
depresivnog raspoloženja, niskog samopoštovanja, osećaja krivice ili sklonosti 
samoubistvu, teško mogu proceniti (ili čak i izazvati) kod životinja. Pored toga, 
samo jedan deo tih simptoma može biti izmeren kod životinja (Tabela 1). Međutim, 
čak i u slučajevima kada postoje određene korelacije između simptoma izmerenih 
u životinjskim modelima sa onima koji su uočeni u kliničkoj populaciji, te korelacije 
su često samo približne. Dodatnu komplikaciju predstavlja i to što je poznavanje 
psihopatologije depresije oskudno, a objektivna dijagnostika ne postoji.  
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Tabela 1 – Simptomi depresije koji se mogu izmeriti u životinjskim modelima. 
Preuzeto i prilagođeno iz Hasler i sar. (2004). 
 
Naučna zajednica je postavila određene kriterijume validacije koji se koriste 
za međusobno poređenje životinjskih modela psihijatrijskih oboljenja. Svrha ovih 
kriterijuma jeste postavljanje validnih animalnih modela psihijatrijskih 
poremećaja kod ljudi, i ti kriterijumi su sledeći: (1) postojanje određenog stepena 
sličnosti u uzroku odnosno etiologiji same bolesti između modela i ljudi 
(konstruktna ili etiološka validnost); (2) verno imitiranje depresivnih simptoma 
prisutnih kod ljudi (pojavna sličnost); (3) precizno predviđanje ishoda tretmana 
(prediktivna ili farmakološka validnost) (McKinney, 2001). Pored navedenih 
kriterijuma, u novije vreme se dodatna pažnja posvećuje i patološkoj validnosti 
modela, koja podrazumeva poklapanje fizioloških, molekularnih i ćelijskih 
promene uočenih kod životinja sa promenama koje su uočene kod obolelih ljudi 
(Krishnan i Nestler, 2008). Kada su u pitanju životinjski modeli depresije, mali broj 
modela može da zadovolji sve kriterijume validacije, a većina modela koji su 
SIMPTOMI KARAKTERISTIKE 
Anhedonija Ključan simptom depresije. U eksperimentalnim modelima 
se procenjuje merenjem afiniteta ka saharozi. 
Beznade-
žnost 
Kod životinja se može izmeriti testom prinudnog plivanja i 
testom kačenja o rep. 
Promene u 
apetitu i 
težini 
Depresija je često asocirana sa promenama u apetitu i 
telesnoj težini, koje se mogu lako meriti kod životinja. 
Promene u 
neuro-
anatomiji 
Osobe obolele od depresije imaju smanjenu zapreminu 
hipokampusa. Glodari izloženi hroničnom stresu ili 
povišenom nivou glukokortikoida pokazuju slične znake 
smanjenja broja i gustine neurona u hipokampusu.  
Neuro-
endokrine 
promene 
Najkonzistentniji nalaz u depresiji. Funkcionalnost HPA 
ose se može proceniti merenjem nivoa hormona HPA 
ose i testom supresije DEX-a.  
Promene u 
strukturi 
sna 
Promene u cirkadialnom ritmu, a posebno u arhitekturi 
sna, se često uočavaju kod osoba obolelih od depresije. 
Kod glodara, ove promene mogu da se procene putem 
EEG. 
Anksiozno 
ponašanje 
Anksioznost je simptom koji je često zastupljen kod osoba 
obolelih od depresije. Životinjski modeli depresije često 
pokazuju anksiozno ponašanje. 
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trenutno u upotrebi seoslanja na uspešno dejstvo antidepresiva (farmakološka 
validnost) ili na primenu nekog vida stresa (etiološka validnost). Međutim, kao što 
svi pacijenti ne manifestuju sve simptome depresije, tako ni za idealan životinjski 
model  nije neophodno da ima sve promene povezane sa depresivnim ponašanjem. 
1.2. NEUROINFLAMACIJA I DEPRESIJA 
1.2.1.  Uloga inflamacije u patofiziologiji kliničke depresije 
Kao što je već pomenuto, trećina pacijenata obolelih od depresije ne 
odgovara na konvencionalne tretmane, koji na prvom mestu deluju na 
monoaminske signalne puteve (Rush, 2007). Jedan od uzroka ovoga bi mogao da 
bude aktivacija imunskog sistema i povišenje proinflamatornih medijatora, što se 
često uočava kod pacijenata koji ne odgovoraju na dostupne terapije (O'Brien i sar., 
2007). Naime, kod mnogih pacijenata sa depresijom su zapažene glavne 
karakteristike inflamatornog odgovora, kao što supovišena ekspresija 
proinflamatornih citokina, pre svega IL-6, IL-1ß i TNF-α, kao i njihovih receptora, 
kako u krvi, tako i u moždano-moždinskoj tečnosti i mozgu (Miller i sar., 2009a). 
Kod ovih pacijenata je uočen i povišen nivo proteina akutne faze, poput CRP-a, 
hemokina i adhezivnih molekula (Raison i sar., 2006). Štaviše, jedna meta-analiza 
je došla do zaključka da su IL-1ß, IL-6, TNF i CRP najpouzdaniji biomarkeri 
inflamacije kod pacijenata sa depresijom (Miller i sar., 2009a). Takođe, simptomi 
depresije su uočeni kod oko 50% pacijenta koji boluju od kancera ili hepatitisa C, a 
koji primaju terapiju INF-α, i ti simptomi se mogu otkloniti uzimanjem 
antidepresiva (Capuron i sar., 2002b).  
Inflamacija je povezana i sa otpornošću pacijenata na tretman 
antidepresivima. Naime, jedno istraživanje je pokazalo da 45% pacijenata koji ne 
odgovaraju na tretman antidepresivima ima CRP>3 mg/l, odnosno da ima visok 
nivo inflamacije (Pearson i sar., 2003). Veza inflamacije i depresije je potvrđena i u 
životinjskim modelima, u kojima inflamatorni stimulusi poput bakterijskog 
lipopolisaharida (LPS), poliinozinske:policitidilne kiseline i bacila Kalmet-Gerina 
(BCG) mogu da izazovu simptome depresije (O'Connor i sar., 2009).  
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Treba napomenuti da neuroinflamacija može biti izazvana i nekim ne-
imunološkim stimulusima, poput psihosocijalnog stresa, što bi mogao da bude 
jedan od načina nastanka depresije. Naime, pokazano je da psihosocijalni stres, 
poput, na primer, nastupa pred publikom, može da aktivira ključne inflamatorne 
signalne puteve u perifernim mononuklearnim ćelijama krvi, poput puteva koji 
aktiviraju jedarni faktor kappa B (NF-kB), što može da dovede do povišenja nivoa 
proinflamatornih citokina, poput IL-6 (Bierhaus i sar., 2003). 
Međutim, neka istraživanja nisu uspela da pronađu vezu između inflamacije 
i depresije (Miller i sar., 2009a). Ova oprečnost rezultata ukazuje na to da 
inflamatorni procesi mogu imati ulogu u razvoju depresije u nekim, ali ne i u svim 
slučajevima. U skladu sa ovim su i nalazi koji su pokazali vezu između pojedinih 
simptoma depresije - smanjenja energije, nesanice i kognitivnih problema, sa jedne 
strane, i medijatora inflamacije, sa druge, što sugeriše da bi samo određeni 
simptomi depresije mogli biti povezani sa inflamacijom (Meyers i sar., 2005).  
1.2.2.  Uticaj imunskih signala sa periferije na nastanak inflamacije u 
mozgu 
Proinflamatorni citokini mogu doprineti razvoju depresije na više načina, 
kao što je posredstvom uticaja na neurotransmiterske sisteme, neurogenezu i 
aktivnost HPA ose (Miller i sar., 2009a), o čemu će biti reči u narednim odeljcima. 
Iako još uvek nije poznato da li aktivacija inflamatornih procesa u depresiji 
primarno potiče sa periferije ili nastaje u CNS-u, periferni inflamatorni signali 
mogu dospeti do mozga različitim putevima (Miller i sar., 2009a).  
Citokini prolaze kroz KMB posredstvom odgovarajućih transportera, i mogu 
da budu transportovani u oba smera, iz krvi ka mozgu i obrnuto. Većina citokina se 
transportuje iz krvi ka mozgu aktivnim transportom, odnosno uz utrošak energije, 
i u te citokine spadaju IL-1, IL-6 i TNF (Banks, 2005). Do lučenja citokina u CNS-u 
može doći i stimulacijom perifernih aferentnih nerava, poput aferentne 
komponente nerva vagusa, za koji je pokazano da reguliše povećanje produkcije 
citokina u CNS-u (Thayer i Sternberg, 2009). Pored toga, citokini mogu da uđu u 
mozak preko cirkumventrikularnih organa i horoidnog pleksusa, delova mozga 
koji nisu zaštićeni KMB. Iako su cirkumventrikularni organi generalno propustljivi 
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za makromolekule, pokazano je da su odgovorni za manje od 5% ukupnog 
preuzimanja IL-1β na nivou mozga (Plotkin i sar., 1996). Takođe, citokini iz 
cirkulacije mogu da aktiviraju IL-1 receptore endotelnih ćelija KMB, što dovodi do 
lokalne produkcije sekundarnih ćelijskih glasnika, poput prostaglandina E2 i azot-
oksida (NO), unutar moždanog parenhima (Konsman i sar., 2004). 
1.2.3. Komponente neuroinflamatornog procesa 
1.2.3.1. Uticaj citokina na neurotransmiterske sisteme 
Uzimajući u obzir značajnu ulogu koju neurotransmiteri imaju u regulaciji 
raspoloženja, velika pažnja je posvećena proučavanju uticaja citokina na njihov 
metabolizam. Najveća pažnja je posvećena proučavanju uticaja inflamacije na 
metabolizam monoamina. Istraživanja su pokazala da proinflamatorni citokini 
mogu da utiču na različite faze u metabolizmu ovih molekula: (1) mogu da utiču na 
sintezu monoamina putem smanjenja dostupnosti pojedinih enzimskih kofaktora, 
poput BH4 (Neurauter i sar., 2008); (2) mogu da smanje dostupnost monoamina 
povećavanjem ekspresije i funkcije presinaptičkih pumpi za njihovo preuzimanje iz 
sinaptičke pukotine, što je povezano sa nastankom ponašanja nalik depresivnom 
kod laboratorijskih životinja (Zhu i sar., 2010); (3) mogu da utiču i na oslobađanje 
monoamina: na primer, pokazano je da primena IFNα kod pacijenata obolelih od 
hepatitisa C povećava resorpciju i smanjuje oslobađanje primarnog prekursora 
dopamina, 3,4-dihidroksifenilalanina (Capuron i sar., 2012); (4) mogu da utiču i na 
promet serotonina (De La Garza i Asnis, 2003) i noradrenalina (Zalcman i sar., 
1994), i ovaj efekat je povezan sa javljanjem zakasnelog i istrajnijeg depresivnog 
ponašanja kod životinja (Frenois i sar., 2007), kao i kod pacijenata obolelih od 
depresije (Raison i sar., 2009).  
1.2.3.2. Uticaj citokina na procese neurogeneze i neuroplastičnosti 
Poremećaj funkcije hipokampusa usled smanjene neurogeneze je jedan od 
glavnih uzročnika kognitivnih poremaćaja koji se javljaju u depresiji. Nekoliko 
studija je pokazalo da promene u hipokampalnoj neurogenezi izazvane citokinima, 
imunskim ćelijama i aktiviranjem imunskog sistema, mogu da doprinesu 
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promenama u ponašanju u životinjskim modelima (Ben Menachem-Zidon i sar., 
2008; Ziv i sar., 2006; Crupi i sar., 2010), a sličan efekat inflamacije na 
neurogenezu je pokazan i u ljudskoj populaciji (Makhija i Karunakaran, 2013). 
Postoji nekoliko mogućih mehanizama koji se nalaze u osnovi supresije 
hipokamalne neurogeneze pri sistemskoj inflamaciji. Jedan od najviše proučavanih 
mehanizama jeste direktan efekat citokina (IL-1, IL-6, IL-4, IL-10, IL-11, IFN-α, IFN-
γ i TNF-α) na sve procese kljične za hipokampalnu neurogenezu, uključujući i 
proliferaciju nervnih matičnih ćelija, određivanje sudbine ovih ćelija, migraciju 
mladih neurona i njihovo sazrevanje (Borsini i sar., 2015). Takođe, pokazano je da 
neurogeneza može da bude regulisana i indirektnim signalnim putevima 
asociranim sa inflamacijom, poput neuroendokrinog sistema ili neurotrofnih 
faktora (Rohleder i sar., 2010).  
Kada je u pitanju neuroplastičnost, pokazano je da citokini mogu da 
poremete signalni put BDNF-a. Na primer, pokazano je IL-1β može da smanji 
ekspresiju iRNK-BDNF (Barrientos i sar., 2003), dok efekti inflamacije na BDNF 
mogu da budu blokirani primenom agonista IL-1 receptora (Ben Menachem-Zidon 
i sar., 2008; Barrientos i sar., 2003). Inflamatorni citokini takođe utiču i na 
fosforilaciju receptora za BDNF, tropomiozinske receptorske kinaze B (TrkB), 
dodatno remeteći ovaj signalni put i na taj način umanjujući neurogenezu u 
hipokampusu (Cortese i sar., 2011). Uloga BDNF-a u depresiji izazvanoj 
inflamacijom je takođe uočena i u kliničkim studijama, koje su pokazale da su 
depresivni simptomi izazvani terapijom IFNα posredovani smanjenim nivoom 
BDNF-a (Kenis i sar., 2011; Lotrich i sar., 2013). 
1.2.3.3. Citokini i hipotalamo-hipofizno-nadbubrežna osa 
Kao što je već pomenuto, promene u aktivnosti HPA ose, kao jedna od 
najpouzdanijih promena uočenih kod pacijenata obolelih od kliničke depresije, su 
okarakterisane hiperaktivnošću ove ose i povišenim nivoom kortizola u krvi. Ovde 
je važno dati kratak opis regulacije ove ose. Naime, aktivnost HPA ose je pod 
kontrolom CRH-a i vazopresina, koji se luče iz paraventrikularnog jedra 
hipotalamusa (PVN) i stimulišu lučenje adrenokortikotropnog hormona (ACTH) 
hipofize. ACTH se luči u sistemsku cirkulaciju i podstiče ćelije kore nadbubrežnih 
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žlezda na sekreciju glukokortikoida, krajnjeg produkta aktivnost HPA ose. Takođe, 
i drugi regioni mozga mogu uticati na aktivnost HPA ose (De Kloet i sar., 1998).  
Pokazano je da do hiperaktivnosti HPA ose može da dođe usled povećanja 
nivoa proinflamatornih citokina, a veza HPA ose i imunskog sistema je dvosmerna - 
HPA osa može negativno da reguliše sintezu i oslobađanje citokina na nivou 
imunskih ćelija, štiteći na taj način organizam od štetnih posledica hiperaktivnog 
imunskog sistema (Pariante, 2003). Citokini mogu da utiču na HPA osu na sva tri 
nivoa - na nivou hipotalamusa, hipofize i nadbubrežne žlezde. Naime, citokinski 
receptori su detektovani na svim nivoima HPA ose, zbog čega svaki nivo može da 
služi kao tačka integracije imunskih i neuroendokrinih signala. Pored toga, i ćelije 
mozga, hipofize i nadbubrežne žlezde sintetišu i oslobađaju citokine, i ti citokini 
mogu parakrino da utiču na amplifikaciju i održavanje povišene aktivnosti HPA ose 
tokom hronične inflamacije (Turnbull i Rivier, 1995). Dakle, svaki nivo HPA ose 
sadrži lokalnu citokinsku mrežu, koja može biti stimulisana raznim citokinima, 
poput IL-1, IL-6 i TNFα (Silverman i sar., 2005).  
 U stanju povišene inflamacije, proinflamatorni citokini mogu da izazovu 
hiperaktivaciju HPA ose i prekomerno lučenje glukokortikoida, što na kraju dovodi 
do nastanka glukokortikoidne rezistencije (Irwin i Miller, 2007). Citokini mogu da 
naruše funkciju GR-a na više nivoa, o čemu će više reči biti u odeljku 1.3.3. Na nivou 
hipotalamusa, glukokortikoidna rezistencija izazvana citokinima može da bude 
objašnjenje za narušenu sposobnost glukokortikoida da smanje produkciju CRH-a. 
Naime, uobičajeni inhibitorni efekti glukokortikoida na produkciju i delovanje 
citokina od strane ćelija imunskog sistema prestaju, što dovodi do konstantne 
proizvodnje inflamatornih citokina. Ovaj pojačani imunski odgovor u mozgu 
dovodi do smanjenja inhibitornog efekta glukokortikoida na CRH i do pojačane 
produkcije kortizola (Raison i Miller, 2003). 
1.2.4. Depresija kao inflamatorna bolest – farmakološki dokazi 
1.2.4.1. Efekti antidepresiva na medijatore inflamacije 
Kao što je već pomenuto, svi antidepresivi koji su trenutno u upotrebi 
funkcionišu tako što utiču na komponente monoaminske neurotransmisije. 
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Međutim, novije studije su pokazale da ovi antidepresivi mogu posledično da 
izazovu promene i u drugim sistemima u mozgu - mogu da povećaju ekspresiju 
BDNF-a, dovedu do promena u aktivnosti HPA ose i snize pojedine parametre 
oksidativnog stresa (Molendijk i sar., 2011). Pored toga, nekoliko meta-analiza je 
pokazalo da antidepresivi mogu da smanje nivo proinflamatornih citokina; tačnije, 
pokazano je da SSRI mogu da smanje nivo IL-6 (Molendijk i sar., 2011; Strawbridge 
i sar., 2015) i IL-1β (Cattaneo i sar., 2013), kao i da marginalno smanje nivo CRP-a 
(Hiles i sar., 2012). Takođe je pokazano da ovaj efekat može da zavisi od klase 
antidepresiva koja se koristi - selektivni inhibitori ponovnog preuzimanja 
serotonina i noradrenalina, triciklični i tetraciklični antidepresivi povećavaju nivoe 
CRP i IL-6 pre svega kod muškaraca, dok SSRI smanjuju nivo ovih citokina kod 
muških pacijenata obolelih od depresije (Vogelzangs i sar., 2012).  
Studije na životinjama su takođe pokazale da antidepresivi dovode do 
smanjene proizvodnje brojnih perifernih citokina (IL-1β, TNF-α i IL-6), kao i CRP i 
NO (Kubera i sar., 2011; Sacre i sar., 2010), ali da ovaj efekat ne zavisi od klase 
primenjenih antidepresiva (Hannestad i sar., 2011). Slični efekti su uočeni i na 
nivou mikroglije. Naime, pokazano je da antidepresivi mogu da spreče sintezu 
TNF-α, IL-6 i NO indukovanu LPS-om i da blokiraju ekspresiju gena ovih citokina u 
mikrogliji, što je praćeno nestankom depresivnog ponašanja izazvanog primenom 
LPS-a (Yirmiya i sar., 2001; Mello i sar., 2013).  
1.2.4.2. Efekti antiinflamatornih lekova na simptome depresije 
Među prvim antiinflamatornim lekovima koji su razmatrani kao kandidati 
za tretman kliničke depresije (Tabela 2) su nesteroidni antiinflamatorni lekovi 
(NSAIDs), čiji je glavni mehanizam delovanja inhibicija ciklooksigenaze (COX), 
enzima uključenog u sintezu prostaglandina. Najviše proučen od svih selektivnih 
COX-2 inhibitora je celekoksib, za koji je pokazano da ima blagotvorne efekte na 
simptome depresije, kao i da snižava pojedine proinflamatorne markere u nekoliko 
životinjskih studija (Casolini i sar., 2002; Humphreys i sar., 2006; Myint i sar., 
2007). I u kliničkim studijama je pokazano da ovaj lek ima antidepresivna svojstva, 
ali samo kod pacijenata mlađih od 70 godina (Iyengar i sar., 2013; Fields i sar., 
2012). Što se tiče neselektivnih COX inhibitora, pokazano je da aspirin u 
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kombinaciji sa antidepresivima može imati pozitivne efekte na simptome depresije 
(Iyengar i sar., 2013; Fields i sar., 2012). 
Kada su u pitanju inhibitori citokina, oni mogu uticati na brojne molekule 
pogođene u depresijii, poput BDNF-a i serotoninskog transportera (Sahin i sar., 
2015; Cavanagh i sar., 2010), zbog čega bi mogli da doprinesu poboljšanoj 
strategiji lečenja depresije, pogotovo u kombinaciji sa antidepresivima. Naime, 
pokazano je da ovi agensi mogu da ublaže simptome depresije, poput anksioznosti 
i umora, ali je njihov efekat do sada posmatran samo kod pacijenata kod kojih je 
depresivno raspoloženje bilo propratni simptom nekog drugog inflamatornog 
stanja, poput psorijaze ili Kronove bolesti (Adzic i sar., 2018). Takođe, nekoliko 
studija je pokazalo da inhibitori citokina u kombinaciji sa antidepresivima mogu da 
poboljšaju ishod terapije u nekim subpopulacijama pacijenata, pre svega onih sa 
povišenim medijatorima inflamacije (Adzic i sar., 2018).  
Pored NSAID-a i inhibitora citokina, koji imaju primarno antiinflamatorno 
dejstvo, pokazano je da i drugi agensi čiji su antiinflamatorni efekti nezavisni od 
njihove primarne funkcije mogu imati antidepresivna svojstva (Tabela 2).  
 
Tabela 2 – Antiinflamatorni lekovi koji imaji antidepresivna svojstva. Preuzeto i 
prilagođeno iz Adzic i sar (2018). 
 
KLASA MONOTERAPIJA KO-TRETMAN 
Nesteroidni 
antiinflamatorni 
lekovi 
ibuprofen, naproksen, 
celekoksib, aspirin 
celekoksib, aspirin 
Inhibitori citokina etanarcept, adalimumab, 
ustekinumab, infliksimab, 
tocilizumab 
etanarcept, adalimumab 
infliksimab, tocilizumab 
Tetraciklini minociklin minociklin 
Statini atorvastatin, lovastatin, 
pravastatin, simvastatin,  
pravastatin, fluvastatin, 
cerivastatin 
 
lovastatin, simvastatin 
  
 Tiazolidindioni  roziglitazon, pioglitazon roziglitazon, pioglitazon 
 
Modafinil   
Ω-3 masne kiseline     
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1.2.5.  LPS-om indukovan model depresije 
Depresija indukovana inflamacijom može da bude proučavana koristeći veći 
broj inflamatornih agenasa, poput bakterijskog LPS-a, viralne mimetičke poli I:C i 
BCG-a. Životinje tretirane bilo kojim od ovih agenasa gube na težini, jedu i piju 
manje i imaju smanjenu lokomotornu aktivnost nekoliko sati ili dana nakon 
tretmana, zavisno od prirode inflamatornog agensa i/ili doze. Ovo ponašanje 
odgovara povišenom nivou proinflamatornih citokina na periferiji i u mozgu 
(Andre i sar., 2008), a takođe korelira sa promenama u ponašanju kod pacijenata 
obolelih od depresije.  
LPS je molekul koji predstavlja glavnu komponentu spoljašnje membrane 
gram negativnih bakterija, i u organizmu životinja izaziva jak imunski odgovor 
tako što se vezuje direktno za TLR4 receptore i aktivira signalne puteve regulisane 
ovim receptorima. To dovodi do aktivacije NFkB i faktora regulacije transkripcije 
interferona-3 i -7 (IRF-3 i -7), što za rezultat ima sintezu proinflamatornih citokina, 
hemokina i drugih proinflamatornih signala. Primarna reakcija životinja na ovaj 
imunološki agens jeste javljanje ,,bolesničkog ponašanje” (sickness behavior), koje 
se kod glodara tipično završava 24 časa nakon ubrizgavanja LPS-a. Tada se 
motorna aktivnost i apetit vraćaju u normalu, ali životinje i dalje pokazuju 
smanjenu mobilnost u testu prinudnog plivanja (FST) i testu kačenja o rep (TST) 
kao i smanjen unos saharoze, što ukazuje na razvoj depresivnog ponašanja 
(Frenois i sar., 2007). Kada su u pitanju molekularni parametri, pokazano je da se 
depresivno ponašanje razvija paralelno sa povećanjem proinflamatornih citokina i 
ekspresije indolamin 2,3-dioksigenaze (IDO) (Slika 3).  
Pored toga što se koristi kao model akutne imunske aktivacije, ovaj model je 
modifikovan na različite načine, tako da može da izazove i hroničnu inflamaciju 
(Kubera i sar., 2013; Adzic i sar., 2015) ili da se kombinuje sa hroničnim stresom 
(Elgarf i sar., 2014).  
Pored depresivnog ponašanja, LPS takođe izaziva i anksiozno ponašanje 
(Sulakhiya i sar., 2016). Anksioznost i depresija se u kliničkoj populaciji često 
dijagnostikuju zajedno (Brown, 2001), a istovremeno modeliranje oba simptoma 
može da bude i korisno i problematično. Naime, istovremeno prisustvo 
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anksioznosti i depresije može da doprinese validnosti ovog modela. Međutim, baš 
kao što se depresija i anksioznost kod ljudi preklapaju klinički (Zbozinek i sar., 
2012), tako je i kod životinja nemoguće povući jasnu granicu između depresivnog i 
anksioznog poremećaja, odnosno nemoguće je razdvojiti mehanizme koji dovode 
do depresije od onih koji dovode do anksioznosti.  
 
 
1.3. GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR 
1.3.1.  Struktura GR-a 
GR pripada filogenetski konzerviranoj nadporodici jedarnih receptora. 
Kodiran je NR3C1 genom, lociranim na kratkom kraku hromozoma 5 (5q31) kod 
čoveka, i direktno pojačava ili utišava transkripciju hiljada gena uključenih u 
različite procese u organizmu. Postoji samo jedan gen za GR koji se sastoji od deset 
egzona, a alternativnom obradom transkripta ovog gena može nastati više izoformi 
(Encio i Detera-Wadleigh, 1991). Klasična izoforma GR-a je označena kao GRα. Ova 
izoforma se kod ljudi sastoji od 777 aminokiselina, ima molekulsku masu od 95 
kDa i eksprimirana je u gotovo svim tkivima organizma. Druge opisane izoforme 
nastale alternativnom obradom primarnog transkripta GR-a kod ljudi nose oznake 
GRß, GRγ, GR-A i GR-P. Ove izoforme su eksprimirane u manjoj meri, pokazuju 
Slika 3 – Šematski prikaz vremenske linije LPS-om indukovanog modela 
depresije. Preuzeto i prilagođeno iz Remus i Dantzer (2016). Objašnjenje pogledati u 
tekstu. 
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tkivnu specifičnost i razlike u transkripcionoj aktivnosti (Sousa i sar., 2000; Beger i 
sar., 2003).  
GRα se strukturno može podeliti na tri jasno definisana domena (Slika 5). N-
terminalni domen (NTD) sadrži snažan transaktivirajući domen 1 (AF-1) u okviru 
koga se nalazi nekoliko mesta za fosforilaciju. Centralni, visoko konzervirani 
domen zadužen za vezivanja za DNK (DBD) interaguje sa DNK sekvencama koje 
odgovaraju na glukokortikoide preko dva motiva cinkanih prstiju (Umesono i 
Evans, 1989), ima ulogu u dimerizaciji receptora i njegovoj lokalizaciji u jedro. U 
okviru ligand-vezujućeg domena (LBD), osim mesta za vezivanje steroida, nalaze 
se i drugi slabiji transaktivirajući domen, drugi slabiji signal za lokalizaciju u jedro , 
i aminokiseline važne za dimerizaciju receptora (Picard i Yamamoto, 1987; Duma i 
sar., 2006) i vezivanje proteina toplotnog stresa 90 (hsp90) (Kanelakis i sar., 
2002). Dok su DBD i LBD visoko konzervirani unutar familije jedarnih receptora, 
N-terminalni AF1 domeni i okolni NTD regioni su različitiji u sekvenci i veličini.  
1.3.1.1. Mehanizmi regulacije GR-a 
U odsustvu glukokortikoida, GR je lociran u citosolu i pakuje se u 
multiproteinske komplekse koji se sastoje od proteina toplotnog šoka, hsp90, 
hsp70 i hsp23, i imunofilina FKBP4 i FKBP5. Ovi proteini se vezuju za receptor i 
drže ga u neaktivnom stanju u citosolu (Pratt i Toft, 1997). Vezivanje hormona 
indukuje konformacione promene receptora, koje dovode do njegove disocijacije iz  
kompleksa, dimerizacije i translokacije u jedro (Bledsoe i sar., 2002). Na Slici 4 je 
predstavljen šematski prikaz aktivacije GR-a i ključnih kofaktora i šaperona 
uključenih u njegovu regulaciju. 
Ukratko, hsp90 reguliše konačno zauzimanje aktivne konformacije GRa, 
obezbeđuje dostupnost „džepa“ za vezivanje liganda i omogućava hormonu i 
koregulatorima da deluju kao alosterni efektori, što čini bazu za specifičan genski i 
ćelijski odgovor GR-a na ligand. I druge komponente ovog kompleksa imaju važnu 
ulogu u regulisanju funkcije GR, kao što su FKBP4 i FKBP5. FKBP5 inhibira 
translokaciju GR-a u jedro, dok je FKBP4 stimuliše. U prvom slučaju radi se o 
negativnom regulatoru jedarne aktivnosti GR-a, a u drugom o pozitivnom. FKBP4 i 
FKBP5 su u konkurenciji za isto mesto vezivanja na hsp90, zbog čega promene u 
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nivoima ovih proteina remete signalizaciju GR-a i dovode se u vezu sa stresom, tj. 
sa disfunkcijom HPA ose.  
 Kada se nađe unutar jedra, GR može da kontroliše transkripciju gena na 
dva načina – zavisno i nezavisno od vezivanja za DNK. Kontrola transkripcije  
zavisna od vezivanja za DNK takođe može da se odvija na dva načina. Homodimer 
Slika 4 - Šematski prikaz aktiviranja GR-a i ključnih kofaktora i šaperona 
uključenih u njegovu regulaciju. (A) hsp40 i hsp70 stimulišu, dok Bag1 inhibira 
savijanje GR-a u konformaciju pri kojoj ima nizak afinitet prema steroidima. Bag1 
takođe potpomaže degradaciju nestabilnog GR kompleksa. (B) hsp90, p23 i FKBP5 
stabilizuju GR kompleks u stanju visokog afiniteta. (C) Nakon vezivanja kortizola i 
zamene FKBP5 sa FKBP4 dolazi do translokacije GR-heterokompleksa u jedro. (D) U 
jedru, GR vrši aktivaciju ili represiju transkripcije ciljanih gena. Preterna ekspresija 
Bag1, hsp90 ili p23 može da dovede do represije transkripcije gena regulisanih GR-
om. Dostupnost slobodnog kortizola (modulisana nivoom CBG-a) i konverzija 
kortizola u kortizon pomoću 11β-HSD1/2 takođe utiče na signalni put GR-a. Slika 
preuzeta i prilagođena iz Sinclair i sar. (2013). 
Legenda: Bag1, eng. BCL2 associated athanogene 1; CBG, kortikosteroid-vezujućeg 
globulin; 11β-HSD1/2, 11β-hidroksisteroid dehidrogenaza 1/2. 
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GR-a može da se veže za odgovarajuće hormon-responsivne sekvence DNK koje 
reaguju na glukokortikoide (GRE), i da aktivira transkripciju gena (Beato, 1989, 
Freedman, 1992), a može da se veže i za sekvence koje su negativno regulisane 
glukokortikoidima (nGRE) i da dovede do represije ciljnih gena  (Uhlenhaut i sar., 
2013). Sa druge strane, regulacija transkripcije gena nezavisna od DNK vezivanja 
podrazumeva interakciju GR-a sa drugim transkripcionim faktorima koji se vezuju 
za odgovarajuće DNK sekvence. Naime, pored homodimera, GR može da formira i 
heterodimere sa drugim transkripcionim faktorima u jedru, poput p65 (subjedince 
NF-kB) i c-Jun/c-Fos (subjedinice proteinskog aktivatora 1, AP-1) (Kassel i 
Herrlich, 2007). Sposobnost GR-a da se asocira sa različitim kofaktorima u jedru je 
specifična za ćelijski tip i za promotor, i doprinosi specifičnim transkripcionim 
promenama u ćeliji i posledičnom odgovoru na glukokortikoide (Necela i 
Cidlowski, 2004). 
1.3.1.2. Post-translacione modifikacije GR-a 
Funkcija i aktivnost GR-a su dodatno modulisane post-translacionim 
modifikacijama koje menjaju njegovu funkciju i indirektno modulišu njegove 
interakcije sa proteinima, poput šaperonskih kompleksa i kofaktora, povećavajući 
tako raznovrsnost glukokortikoidnog odgovora. Post-translacione modifikacije GR-
a utiču na njegovu stabilnost, unutarćelijsku distribuciju, interakcije sa drugim 
proteinima, transkripcionu aktivnost, a samim tim i na krajnji odgovor ćelije na 
glukokortikoide. Najznačajnije post-translacione modifikacije su fosforilacije, 
sumoilacije, ubikvitinacije i acetilacije (Slika 5).  
GR, kao i većina drugih proteina, prolazi kroz naizmenične cikluse 
fosforilacije posredovane kinazama, i defosforilacije posredovane fosfatazama. Na 
taj način se omogućava brza regulacija proteinske funkcije u odgovoru na signale 
koje ćelija prima. Do danas su kod ljudi opisane fosforilacija GR-a na 7 mesta u 
okviru NTD, i to na Ser113, Ser134, Ser141, Ser203, Ser211, Ser226 i Ser404 (Slika  
5) (Ismaili i Garabedian, 2004), i ove rezidue su konzervirane kod ljudi, miševa i 
pacova (Tabela 3).  
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Najviše su proučavane fosforilacije na Ser203, Ser211 i Ser226 kod ljudi 
(ortolozi fosforilacija na Ser224, Ser232 i Ser246 kod pacova), koje su posredovane 
brojnim kinazama, poput proteinskih kinaza aktiviranih mitogenima (MAPK) i 
ciklin-zavisne kinaze 5 (CDK5). Na pojedinim epitopima GR može biti fosforilisan i 
u odsutvu liganda, dok je vezivanjem liganda njegova fosforilacija još više 
podstaknuta. Pored toga, fosforilacija jednog epitopa može uticati na fosforilaciju 
drugog, a obrazac fosforilacije samog receptora može da zavisi i od prethodnih 
fosforilacija. U Tabeli 3 su prikazana mesta fosforilacija GR-a kod ljudi koje su do 
danas najviše izučene, njihovi ortolozi kod pacova i miševa, kao i kinaze koje 
dovode do ovih fosforilacija i efekti koje one imaju na ekspresiju gena regulisanih 
GR-om. 
Fosforilacija GR na Ser246 je stimulisana vezivanjem liganda, mada 
određeni bazalni nivo fosforilacije na Ser246 može da postoji u pojedinim tipovima 
ćelija i u odsustvu hormona (Blind i Garabedian, 2008). Ova fosforilacija dovodi do 
smanjenja transkripcione aktivnosti GR-a, a nakon pada nivoa hormona, stimuliše 
izbacivanje receptora iz jedra u citosol (Itoh i sar., 2002). Iako većina literaturnih 
podataka ukazuje na to da fosforilacija na Ser246 smanjuje transkripcionu 
aktivnost GR-a, postoje podaci koji pokazuju da ova fosforilacija potpomaže 
regrutaciju receptora na promotore nekih gena sa GRE, ali se njena tačna uloga na 
ovim  promotorima  za  sada  još  uvek  ne zna (Blind i Garabedian, 2008). Kada je u 
Slika 5 - Šematski prikaz najvažnijih post-translacionih modifikacija GR-a i 
struktura GR-a kod čoveka. Varijacije u strukturi i funkciji proteina su delimično 
uslovljene post-translacionim fosforilacijama (P), sumoilacijama (SUMO), 
ubikvitinacijama (Ub) i acetilacijama (Ac). Slika preuzeta i prilagođena iz 
Vandevyver i sar. (2014). 
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Tabela 3 – Mesta fosforilacije glukokortikoidnog receptora. Tabela preuzeta i 
prilagođena na osnovu Galliher-Beckley i Cidlowski (2009). 
 
pitanju fosforilacija GR-a na Ser232, ona je zavisna od vezivanja liganda, stimuliše 
prelazak GR-a u jedro, kao i njegovu transkripcionu aktivnost. Fosforilacija GR-a na 
Ser232 stimuliše transkripcionu aktivnost receptora tako što dovodi do njegove 
konformacione promene i regrutovanja osnovne transkripcione mašinerije (Chen i 
sar., 2008; Wang i sar., 2002; Wang i sar., 2007).  
Na ove dve fosforilacije GR-a mogu da utiču i fosforilacije na drugim 
mestima. Na primer, iako je GR fosforilisan na Ser224 transkripciono neaktivan, 
ova fosforilacija može da utiče na transkripcionu aktivnost receptora tako što 
MESTO 
FOSFORILACIJE 
KINAZA EFEKAT 
Pacovska Ser224 
(ljudska Ser203 
mišja Ser212) 
Ciklin A/B/E-
CDK2 
Ciklin A/B-
CDC2 
ERK  
Nalazi se u citosolnoj frakciji ćelija i 
ne vezuje se za promotore koji 
sadrže GRE, što ukazuje na to da 
je ova fosfoforma transkripciono 
neaktivna. 
Pacovska Ser232 
(ljudska Ser211 
mišja Ser220) 
Ciklin A/B/E-
CDK2 
Ciklin A/B-
CDC2 
ERK, p38 
CDK5 
GR je transkripciono aktivniji kada je 
fosforilisan na ovom mestu zbog 
konformacione promene i pove-
ćane regrutacije na promotore 
koji sadrže GRE. 
Pacovska Ser246 
(ljudska Ser226 
mišja Ser234) 
JNK 
 
Iako može da se asocira sa pro-
motorima koji sadrže GRE, ova 
fosforilacija vodi do njegovog po-
jačanog eksporta i utišavanja 
signalnog puta GR-a. 
Pacovska Ser424 
(ljudska Ser404 
mišja Ser412) 
GSK-3 Dovodi do konformacione promene 
GR-a, izmenjenog regrutovanja 
kofaktora i preusmeravanja tra-
nskripcionog odgovora, i utiša-
vanja signalnog puta ovog rece-
ptora. 
Pacovska Thr171 
(mišja Thr159) 
GSK-3 Dovodi do inhibicije transa-
ktivacionog potencijala receptora.  
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smanjuje fosforilaciju na Ser246, kao i suprotno – fosforilacija na Ser246 sprečava 
fosforilaciju na Ser224 (Wang i sar., 2007). Moguće objašnjenje za ovakav uzajamni 
uticaj mesta fosforilacije moglo bi biti postojanje sternih smetnji i nemogućnost 
pristupa kinaza odgovarajućim mestima fosforilacije i/ili stimulacija regrutovanja 
fosfataza nakon fosforilacije jednog od epitopa (Ismaili i Garabedian, 2004). Treba 
napomenuti i da određeni bazalni nivo fosforilacije GR-a na Ser224 postoji i u 
odsustvu hormona, a nakon vezivanja liganda ova fosforilacija je još više 
stimulisana (Wang i sar., 2002; Chen i sar., 2008). Izoforma GR-a fosforilisana na 
Ser224 isključivo je pronađena u citosolu i nema transkripcionu aktivnost (Wang i 
sar., 2004b; Blind i Garabedian, 2008). 
S obzirom na to da aktivnost GR zavisi od mesta i broja fosforilisanih 
ostakaka, na aktivnost GR bitno utiču fosfataze, čija je uloga defosforilacija 
aminokiselinskih ostataka proteina. Uloga fosfataza u regulaciji fosforilacije GR-a 
manje je ispitivana u odnosu na ulogu kinaza. Pokazano je da je protein- fosfataza 5 
(PP5) preko hsp90 vezana za C-kraj GR-a i ima ulogu u održavanju niske bazalne 
fosforilacije (Wang i sar., 2007). Nakon vezivanja glukokortikoida, hsp90 i PP5 se 
oslobađaju, što dovodi do povećanja fosforilacije Ser na N-kraju GR-a (Wang i sar., 
2007). Takođe, protein- fosfataze 1 i 2A imaju ulogu i u prelasku receptora iz jedra 
u citoplazmu nakon stimulacije hormonom (DeFranco i sar., 1991).  
1.3.2.  Uloga GR-a u regulaciji genske ekspresije 
GR deluje na način koji zavisi od konteksta; naime, iako reguliše tačno 
određene mreže gena u određenom kontekstu, može da ispolji i neverovatnu 
plastičnost zavisno od tipa ćelije i njenog fiziološkog stanja, što može da dovede do 
raznovrsnog ishoda (Slika 6).  
Jedna od najznačajnijih funkcija GR-a u organizmu jeste uloga u 
inflamatornom odgovoru. Naime, nakon aktiviranja, GR se translocira u jedro, gde 
se vezuje za transkripcione faktore NF-kB (McKay i Cidlowski, 1998), AP-1 (Jonat i 
sar., 1990) ili CREB (Focking i sar., 2003), što dovodi do modulacije ekspresije 
ciljanih gena. Tipične mete GR-om posredovane transrepresije su inflamatorni 
citokini, poput IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12, IFN-γ, TNFα, COX-2 i inducibilne NO sintaze 
(De Bosscher i Haegeman, 2009), i transrepresija ovih gena je odgovorna za dobro 
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poznata antiinflamatorna svojstva glukokortikoidnih hormona. Sa druge strane, 
glukokortikoidi mogu da vrše i transaktivaciju proinflamatornih gena, a vreme, 
koncentracija i trajanje izlaganja glukokortikoidima su od ključnog značaja u 
određivanju prirode njihovog efekata (Frank i sar., 2010). Pored citokina, 
pokazano je da GR utiče i na ekspresiju brojnih receptora uključenih u imunski 
odgovor, poput TLR4 receptora (Curtale i sar., 2017). GR takođe reguliše i HPA osu, 
i to na više načina: (1) inhibira ekspresiju, sintezu, sekreciju, regulaciju translacije i 
stabilnost iRNA CRH u PVN (Zhou i Cidlowski, 2005; Yamamori i sar., 2007; Ma i 
sar., 2001); (2) dovodi do supresije transkripcije proopiomelanokortina, 
prekursora ACTH, u kortikotropnim ćelijama hipofize (de Kloet i sar., 2005; 
McEwen, 2007); (3) utiče na sintezu steroidnih hormona, iako molekularni 
mehanizam inhibicije steroidogeneze putem GR-a još uvek nije jasan (Gummow i 
sar., 2006); (4) utiče i na regulaciju sopstvene transkripcije - pokazano je da u 
okviru promotora gena za GR postoji nekoliko GRE sekvence (Geng i sar., 2008).  
Ovaj receptor reguliše i ekspresiju gena uključenih u neuroplastičnost, 
poput gena za BDNF, a efekti sistemske administracije glukokortikoida na 
ekspresiju BDNF-a su izučavani u više moždanih regiona. Te studije su pokazale da, 
u većini slučajeva, povišen nivo glukokortikoida dovodi do smanjenja nivoa iRNK 
Slika 6 – Regulacija genske ekspresije zavisna od konteksta. Illumina Human 
Ref8 beadchip analiza gena regulisanih GR-om. Na slici su prikazani geni regulisani 
četvoročasovnim tretmanom 100 nM DEX-om u ćelijama karcinoma pluća (A549) i 
osteosarkoma (U2OS). Ekspresija različito osetljivih gena je stimulisana u jednoj, a 
inhibiranau u drugoj ćelijskoj liniji. Opšti geni su na sličan način regulisani u obe 
ćelijske linije. Jedinstveni geni su regulisani glukokortikoidima u jednoj, ali ne i u 
drugoj ćelijskoj liniji. Količina gena koji su jedinstveno aktivirani i različito osetljivi 
predstavlja regulaciju gena zavisnu od konteksta. Različito osetljivi geni pokazuju 
različite mehanizme regulacije ciljanih gena u dva ćelijska tipa. Slika preuzeta i 
prilagođena iz Weikum i sar. (2017). 
 Različito osetljivi 
Opšte aktivni 
Jedinstveno aktivni 
Opšte utišani 
Jedinstveno utišani 
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ovog proteina u PFC-u i hipokampusu nakon akutnog (2-8h) (Hansson i sar., 2006; 
Vellucci i sar., 2001; Hansson i sar., 2000) i hroničnog tretmana (Smith i sar., 
1995). GR utiče i na ekspresiju komponenti neurotransmisije posredovane 
serotoninom. Na primer, pokazano je da glukokortikoidi negativno regulišu 
transkripciju serotoninskog 5-HT1A receptora (Ou i sar., 2001), kao i transportera 
receptora za serotonin, p11 (Yao i sar., 1999). 
1.3.3.  Uticaj inflamacije na GR 
Kao što je ranije pomenuto, proinflamatorni citokini, pre svega IL-1, IL-6 i 
TNFα, mogu da utiču na aktivnost HPA ose i na brojne aspekte funkcije GR-a. 
Pokazano je da ovi citokini smanjuju ekspresiju GR-a (Pace i sar., 2007), remete 
njegovu translokaciju iz citosola u jedro (Engler i sar., 2008) i smanjuju njegovu 
transkripcionu aktivnost (Pariante i sar., 1999). Studije su takođe pokazale da 
inflamatorni citokini mogu da utiču na ekspresiju određenih izoformi GR-a. Naime, 
pokazano je da TNFα i IL-1 mogu da povećaju ekspresiju transkripciono neaktivne 
forme GR-a, GRβ, dvostruko, dok na ekspresiju GRα imaju slabiji efekat - 
povećavaju je 1.5 puta (Webster i sar., 2001). Najznačajniji signalni molekuli 
putem kojih inflamacija može da utiče na funkciju GR-a su: (a) MAPK, koje utiču na 
fosforilaciju GR i time modulišu njegovu translokaciju i transkripcionu aktivnost, 
(b) COX-2, koja se vezuje za GR u jedru i time reguliše njegovu transkripcionu 
aktivnost, i (c) NF-kB, koji vodi do supresije GR-a. Najznačajniji signalni putevi i 
mehanizmi kojima bi citokini mogu da utiču na funkciju GR-a su predstavljeni na 
Slici 7.  
MAPK su familija proteinskih kinaza uključenih u signalnu transdukciju i 
kontrolu mnoštva ćelijskih procesa (Chen i sar., 2001; Johnson i Lapadat, 2002). To 
su serin/treonin kinaze, uključene u regulaciju aktivnosti mnogih proteinskih 
supstrata. MAPK obuhvata tri dobro okarakterisane podfamilije: kinaze regulisane 
ekstracelularnim signalima (ERK), p38 kinaze i kinaze koje fosforilišu N-terminalni 
kraj c-Jun-a (JNK). Ove kinaze su aktivirane citokinima, i pokazano je da mogu da 
poremete funkciju GR-a. Naime, inhibitorni efekti velikog broja citokina, poput IL-
1, IL-2 i IL-4, na GR su posredovani p38 kinazom. Takođe, pokazano je da JNK može 
da inhibira  funkciju  GR-a   direktnom   fosforilacijom   na   Ser246  i   na   taj   način  
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Slika 7 – Putevi kojima citokini utiču na glukokortikoidni receptor. U odsustvu 
hormona, GR se primarno nalazi u citosolu kao deo velikog multiproteinskog 
kompleksa. Nakon vezivanja glukokortikoida, dolazi do translokacije GR-a u jedro, 
njegove dimerizacije i/ili interakcije sa drugim transkripcionim faktorima, i 
vezivanje za GRE. IL-1 se takođe vezuje za svoje receptore, i na taj način aktivira 
MKK4/7 koja dalje dovodi do aktiviranja JNK, kao i MKK3/6 koja dovodi do 
aktiviranja p38 kinaze. Obe kinaze, i JNK i p38, fosforilišu specifične aminokiselinske 
ostatke GR-a, i na taj način ometaju njegovu translokaciju u jedro. Inflamacijom 
aktivirana p38 kinaza učestvuje u stabilizaciji iRNK nekoliko proteina uključenih u 
proces inflamacije, poput COX-2. Vezivanje IFNα za odgovarajuće receptore dovodi 
do aktivacije ERK1/2, što takođe utiče na fosforilaciju GR-a i njegovu transkripcionu 
aktivnost. Citokini, putem kaskada koje uključuju JNK i ERK1/2, aktiviraju AP-1, koji 
deluje kao antagonista GR-a. TNFα se takođe vezuje za odgovarajuće citokinske 
receptore, što dovodi do aktivacije IKKβ, omogućavajući na taj način translokaciju 
NF-kB (p65 i p50 subjedinice). Aktivirani NF-kB se asocira sa GR-om, interferirajući 
na taj način sa njegovim vezivanjem za DNK. Zelene strelice označavaju aktivaciju, a 
crvene inhibiciju. Slika preuzeta i prilagođena iz Adzic i sar.(2018). 
Legenda: – MKK, kinaza MAPK-a; IkB, inhibitor NF-kB; IKKβ, kinaza koja fosforiliše 
IkB. 
Kortizol 
IFNα TNFα 
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stimuliše izbacivanje receptora iz jedra (Rogatsky i sar., 1998). Aktivirane JNK 
takođe mogu da fosforilišue c-Jun i da na taj način utiču na formiranje AP-1, koji 
stimuliše ekspresiju velikog broja citokina i može da utiša transkripcionu aktivnost 
GR-a (Smoak i Cidlowski, 2004).  
Još jedan inflamatorni signalni put koji može da utiče na funkciju GR-a jeste 
signalni put COX-2, koji dovodi do sinteze prostaglandina, i može da bude aktiviran 
inflamatornim faktorima, poput IL-1, TNFα i LPS-a (Di Battista i sar., 1999). Na 
primer, pokazano je da nimesulid, inhibitor COX-2, indukuje vezivanje GR-a za DNK 
i fosforilaciju GR-a u ćelijskoj kulturi (Di Battista i sar., 1999), dok drugi inhibitior 
ovog enzima, celekoksib, značajno povećava jedarnu lokalizaciju GR-a, njegovo 
vezivanje za DNK i transkripciju gena posredovanu GR-om (Hu i sar., 2005). 
Smatra se da bi efekti COX-2 inhibitora mogli da budu posledica njihove 
sposobnosti da inhibiraju MAPK (Hu i sar., 2005; Paccani i sar., 2005). 
Citokini mogu uticati na funkciju GR-a i preko aktivacije transkripcionih 
faktora NFκB, AP-1 ili STAT, koji zatim putem protein-protein interakcija mogu 
smanjiti transkripcionu aktivnost GR-a (Biola i sar., 2001; Raddatz i sar., 2001). 
Najbolje proučena je interakcija GR-a sa NFkB, koji se aktivira u odgovoru na stres, 
inflamaciju ili infekciju, i dovodi do ekspresije velikog broja gena, uključujući i 
proinflamatorne citokine. NF-kB interaguje sa GR-om u jedru direktno, usled čega 
dolazi do uzajamne represije funkcije i GR-a i NF-kB (McKay i Cidlowski, 1999).  
1.3.4.  Izmenjena funkcija GR-a u depresiji 
Brojne studije na životinjama su pokazale da postoji značajan uticaj stresa i 
povišenog nivoa glukokortikoida na ekspresiju GR-a u mozgu. Međutim, uočene 
promene su često kontradiktorne, i zavise od nekoliko faktora: (1) od pola - 
postoje polno-zavisne razlike u funkciji GR-a nakon izlaganja istom stresoru 
(Karandrea i sar., 2002); (2) od vremena koje je proteklo od izlaganja stresu - 
pokazano je da se ekspresija GR-a u dentatnom girusu hipokampusa pacova 
smanjuje za 41% u periodu od 30 minuta nakon izlaganja stresoru, dok se u 
periodu od 2h nakon izlaganja ta ekspresija povećava (Fujikawa i sar., 2000); (3) 
od starosti životinja - životinje koje su bile odvojene od majke u trećoj nedelji 
života su imale značajno smanjenu imunoreaktivnost GR-a u CA1 regionu 
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hipokampusa nakon izlaganja novom stresu kasnije u životu, dok je kod kontrolnih 
životinja efekat bio suprotan (Trujillo i sar., 2016); (4) od dužine izloženosti stresu 
- pokazano je da je imunoreaktivnost GR-a u dorzalnom hipokampusu pacova 
izlaganih stresoru smanjena usled petodnevnog izlaganja, dok je nakon 20 dana 
izlaganja stresu ona povećana (Robertson i sar., 2005); (5) od prirode stresora - 
hroničan stres obuzdavanja fizičke aktivnosti pacova dovodi do smanjene 
ekspresije receptora (Mizoguchi i sar., 2003), dok svakodnevno izlaganje životinja 
jakom zvuku u periodu od 30 dana ima suprotan efekat (Eraslan i sar., 2015).  
Kada su u pitanju kliničke studije, proučavanje narušene aktivnosti GR-a 
kod pacijenata sa depresijom je do sada bilo usmereno ka analizi broja receptora 
sposobnih da vežu hormon, promenama u ekspresiji gena za GR, šaperonima 
važnim za funkciju GR-a, ćelijskim funkcijama za koje je poznato da su regulisane 
glukokortikoidima, i promenama u ekspresiji gena regulisanih GR-om. Novije 
studije su fokusirane na uticaj antidepresiva na GR, kao i na analize polimorfizama 
i metilacionog statusa ovog receptora. Funkcija GR-a je u najvećem broju slučajeva 
proučavana u lako dostupnim perifernim ćelijama limfocita, ukupnim ćelijama krvi 
i fibroblastima, dok su postmortem studije retke. Ispitivanja broja molekula GR-a u 
lizatima celih ćelija limfocita, kao i u citosolu ovih ćelija, ili nisu detektovala razlike 
ili su zabeležila smanjen broj GR-a sposobnih da vežu ligand kod pacijenata sa 
depresijom u odnosu na kontrole (Pariante i Miller, 2001; Calfa i sar., 2003). Slično 
su pokazale i studije koje su analizirale ekspresiju GR-a (Frodl i sar., 2012; 
Cattaneo i sar., 2013; Matsubara i sar., 2006). Sa druge strane, studije koje su se 
zasnivale na sposobnosti glukokortikoida da inhibiraju proliferaciju limfocita 
nakon stimulacije mitogenima su imale konzistentnije rezulte, i one su pokazale 
smanjenu proliferaciju limfocita depresivnih pacijenata nakon stimulacije 
mitogenima (Pariante i Miller, 2001), a smanjena ekspresija GR-a je uočena i na 
postmortem uzorcima tkiva hipokampusa i PFC-a  pacijenata sa depresijom 
(Webster i sar., 2002). Kada su u pitanju neuroendokrini testovi, DST i DEX/CRH 
testovi, studije su pokazale da narušena funkcija GR-a ne mora uvek biti udružena 
sa narušenom aktivnošću HPA ose, što ukazuje na to da možda postoje različita 
stanja narušenosti funkcije GR-a i HPA ose (Juruena i sar., 2004).  
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Sumarno, ove studije oslikavaju značajnu ulogu GR-a u adaptivnoj kontroli 
odgovora na stres i povišen nivo glukokortikoida. Dalja istraživanja uloge ovog 
receptora bi stoga mogla da doprinesu razvoju novih lekova za tretman ne samo 
depresije, nego i drugih psihijatrijskih poremećaja izazvanih stresnim uslovima i 
praćenih povišenim nivoom glukokortikoida. 
1.3.4.1. Uloga izmenjene fosforilacije GR-a u nastanku depresije 
Uloga izmenjene fosforilacije GR-a u nastanku kliničke depresije je 
izučavana u svega nekoliko studija, uglavnom sprovedenih u našoj laboratoriji. U 
životinjskim modelima je pokazano da stres dugotrajne izolacije dovodi do 
izmenjene fosforilacije GR-a na Ser232 i Ser246 u hipokampusu i PFC-u mužjaka 
pacova sa depresivnim ponašanjem (Adzic i sar., 2009), što je bilo praćeno 
promenama u ekspresiji gena regulisanih GR-om i narušenom regulacijom HPA ose 
(Adzic i sar., 2009). U istom životinjskom modelu je pokazano da su efekti 
antidepresiva posredovani promenama u fosforlaciji GR, ali i da su polno-
specifični. Naime, kod stresiranih ženki antidepresiv fluoksetin je modulisao 
funkciju GR-a preko fosforilacije na Ser232 i aktivacije ushodnih kinaza u jedru, što 
za posledicu imalo izmenjenu transkripcionu aktivnost ovog receptora, dok kod 
mužjaka ovaj efekat nije uočen (Mitic i sar., 2013). 
Kada su u pitanju kliničke studije, jedna studija je detektovala povišen nivo 
GR-a fosforilisanog na Ser211 u jedru limfocita pacijenata obolelih od bipolarnog 
poremećaja u depresivnoj fazi bolesti (Bei i sar., 2009). Međutim, kasnija studija je 
pokazala da je u jedru limfocita osoba obolelih od depresije, pored blago povišene 
fosforilacije na Ser211, uočena i značajno povišena fosforilacija ovog receptora na 
Ser226, kao i smanjen odnos pGR-211/pGR-226 (Simic i sar., 2013). Ovi rezultati 
su ukazli na to da bi fosforilacija GR-a na Ser226 i odnos pGR-211/pGR-226 mogli 
da budu potencijalni biomarkeri za lakše postavljanje dijagnoze depresije, 
otkrivanje osoba pod rizikom i praćenje oporavka obolelih osoba pod terapijom. U 
skladu sa ovim nalazima, modulacija fosforilacije GR-a na Ser226, pre svega 
modulisanjem signalnog puta JNK kinaze, je predložena kao potencijelna strategija 
za lečenje kliničke depresije (Jovicic i sar., 2015).  
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1.3.5.  Uticaj modulacije funkcije GR-a na ponašanje u životinjskim 
modelima depresije 
Aktiviranje signalnih puteva glukokortikoida, na prvom mestu u limbičkom 
sistemu, može da dovede do izrazitih promena u ponašanju koje mogu da ostave 
dugoročne posledice na dobrobit organizma. Funkcionalne promene na nivou 
sinapsi i nervnih kola mogu da utiču na veliki broj sistema, što na kraju može 
uticati na ponašanje životinja. Na primer, pokazano je da miševi sa delecijom GR-a 
u prednjem mozgu (medijalnom PFC-u, hipokampusu i bazolateralnoj amigdali) 
ispoljavaju povišeno beznadežno ponašanje u FST-u i TST-u, kao i anhedoniju u 
SPT-u (Boyle i sar., 2005). Studije poput ove ukazuju na bitnu ulogu signalnog puta 
glukokortikoida u prednjem mozgu u sprečavanju nastanka promena u ponašanju 
indikativnih za depresiju i anksioznost. Iako su brojni psihijatrijski poremećaji 
povezani sa poremećajima u sistemima koji regulišu odgovor na stres, tačna uloga 
GR-a u patologiji tih oboljenja još uvek nije jasno definisana. 
Glukokortikoidi imaju jak uticaj na ponašanje regulisano PFC-om,  
uključujući radnu memoriju, fleksibilnost ponašanja i osećanja. Na primer, 
pokazano je da signalni putevi glukokortikoida pojačavaju konsolidaciju emotivno 
relevantnih događaja, u isto vreme minimizirajući konkurentne informacije, što 
ukazuje na značajan uticaj glukokortikoida na memoriju zavisnu od konteksta 
(Barsegyan i sar., 2010; Roozendaal i sar., 2004). Pored toga, pokazano je da 
hronični tretman glukokortikoidima može da naruši izvršavanje zadataka koji 
zahtevaju radnu memoriju (Mizoguchi i sar., 2004). Kada je u pitanju uloga ovog 
receptora u regulisanju osećanja, pokazano je da utišavanje GR-a u ovoj moždanoj 
strukturi povećava vreme imobilnosti u FST-u, što je pokazatelj depresivnog 
ponašanja (McKlveen i sar., 2013).  
Kada je u pitanju hipokampus, izučavana je i uloga GR-a u učenju i 
pamćenju. Pokazano je da su efekti GR-a na učenje i memoriju zavisni od vremena i 
konteksta (Diamond i Rose, 1994). Takođe je pokazano da stres može da osnaži 
formiranje memorije o emotivno bitnim događajima koji imaju adaptivni značaj za 
organizam (de Kloet, 1999; Smeets i sar., 2009), kao i da je GR posrednik 
konsolidacije informacija bitnih za kontekst u cilju adaptacije i preživljavanja 
(Cheni sar., 2012; Fitzsimons i sar., 2013). Ovi podaci ukazuju na to da je povišen 
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nivo glukokortikoida bitan za prikupljanje i konsolidaciju bitnih informacija i 
prekidanje memorijskih procesa koji su manje bitni za adaptaciju.  
1.4. DISFUNKCIJA MITOHONDRIJA POSREDOVANA GR-OM 
Kao što je već pomenuto u poglavlju 1.1.3.6, uočena je veza između 
depresije i disfunkcije mitohondrija, što je ukazalo na to da bi mitohondrije mogle 
da igraju ključnu ulogu u narušenoj plastičnosti u depresiji, jer su za funkcionisanje 
neurona neophodne visoke stope biogeneze. Poremećena funkcija mitohondrija bi 
mogla da doprinese ovom oboljenju preko smanjenja nivoa ATP-a, pojačanog 
oksidativnog stresa i stimulisanje apoptoze (Rezin i sar., 2009). Pored toga, 
pokazano je da bi glukokortikoidi mogli da imaju značajnu ulogu u vezi između 
mitohondrijske disfunkcije i depresije. Naime, produženo izlaganje mitohondrija 
povišenom nivou glukokortikoida može da poremeti energetski metabolizam ovih 
organela, pogotovo pri ponovljenom izlaganju (Karabatsiakis i sar., 2014).  
U prilog ovoj hipotezi ide i veliki broj studija koje su pokazale da 
antidepresivi mogu da utiču na funkciju mitohondrija, kako u životinjskim 
modelima, tako i u kliničkim studijama (pregledano u Adzic i sar. (2016)). 
Antidepresivi mogu da utiču na različite procese regulisane mitohondrijama, poput 
apoptoze i oksidativne fosforilacije (Adzic i sar., 2016). Treba napomenuti i da su 
psihijatrijski simptomi, poput depresije, psihoza, anksioznosti i promene ličnosti, 
takođe uočeni kod osoba obolelih od mitohondrijskih poremećaja, što ide u prilog 
ovoj hipotezi (Fattal i sar., 2006).  
Sumarno, veliki broj studija je ukazao na to da bi disfunkcija mitohodnrija 
mogla da ima značajnu ulogu u nastanku velikog broja psihijatrijskh oboljenja, 
uključujući i depresiju. Stoga bi razvoj lekova koji mogu da poboljšaju 
mitohondrijsku funkciju mogao da predstavlja jedan od novih pravaca kada je u 
pitanju terapija ovih oboljenja. U narednim odeljcima biće više reči o ulozi 
mitohondrijske disfunkcije posredovane glukokortikoidima u neuroinflama- 
tornom modelu depresije, sa posebnim naglaskom na proces apoptoze i promene u 
energetskom metabolizmu, kao dva procesa regulisana i mitohondrijama i 
glukokortikoidima. 
UVOD 
41 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
1.4.1.  Proces apoptoze 
Apoptoza je kompleksan i energetski zavisan proces programirane ćelijske 
smrti, i odvija se preko dva biohemijska puta – unutrašnjeg i spoljašnjeg. Ovi putevi 
su aktivirani različitim signalima, ali se isto završavaju – aktivacijom kaspaza i 
ćelijskom smrću.  
Spoljašnji signalni put se pokreće aktiviranjem receptora smrti, koji su 
članovi TNF-α superfamilije receptora (Ashkenazi i Dixit, 1998). Jedan od najbolje 
proučenih signalnih puteva koji se aktivira ovim receptorima jeste signalni put Fas 
liganda (FasL), koji indukuje ćelijsku smrt vezivanjem za Fas receptore drugih 
ćelija i ima značajnu ulogu u regulaciji imunskog sistema (Malhi i sar., 2010). 
Nakon vezivanja trimernog liganda za odgovarajući receptor, dolazi do auto-
katalitičke aktivacije prokaspaze-8, i do pokretanje naredne, efektorne, faze 
apoptoze (Kischkel i sar., 1995). Takođe, u nekim slučajevima, aktivirana kaspaza-
8 može da dovede do katalitičkog isecanja BID (eng. BH3 interacting-domain death 
agonist) proteina, nakon čega nastaje njegova aktivirana, isečena forma (tBID) 
(Segal i sar., 2007), koja potom može da aktivira unutrašnji apoptotski put 
(Kaufmann i sar., 2007).  
Unutrašnji apoptotski put pokreće veliki broj stimulusa koji nisu 
posredovani receptorima i koji su inicirani mitohondrijama. Ovi signali dovode do 
promena u unutrašnjoj membrani mitohondrija, čiji je rezultat otvaranje 
mitohondrijskih pora, gubitak mitohondrijskog transmembranskog potencijala i 
oslobađanje dve glavne grupe proapoptotskih proteina iz mitohondrijskog 
međumembranskog prostora u citosol (Saelens i sar., 2004). Prva grupa proteina 
dovodi do formiranja ,,apoptozoma'' i aktiviranja kaspaze-9 (Hill i sar., 2004), dok 
je oslobađanje druge grupe proteina kasni događaj u procesu apoptoze, i dešava se 
nakon što je ćelija već počela da umire. Kontrolu i regulaciju ovih događaja 
obavljaju članovi BCL-2 (eng. B-cell lymphoma 2) proteinske familije (Cory i Adams, 
2002), koji upravljaju propustljivošću mitohondrijske membrane, i mogu biti pro- 
ili antiapoptotski. Ovi proteini imaju veliki značaj zbog toga što određuju da li će 
ćelija da nastavi sa započetim procesom apoptoze ili će ga prekinuti.  
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Oba signalna puta, spoljašnji i unutrašnji, se završavaju pokretanjem 
efektorskog signalnog puta, koji predstavlja završni put apoptoze. Ovaj signalni put 
se aktivira nakon aktiviranja efektorskih kaspaza, koje dalje aktiviraju 
citoplazamatske endonukleaze koje dovode do degradacije jedarnog materijala, 
kao i proteaze koje dovode do degradacije proteina jedra i citoskeleta. Efektornim 
kaspazama se smatraju kaspaze-3, -6 i -7, i ove kaspaze mogu da seku različite 
supstrate poput, poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP). PARP predstavlja familiju 
proteina koji učestvuju u brojnim ćelijskim procesima, poput popravke DNK, 
genomske stabilnosti i programirane ćelijske smrti. Ovi enzimi se aktiviraju kada 
se ćelija nađe u stresnim uslovima i/ili kada dođe do oštećenja DNK. U tim 
uslovima, PARP može da potroši zalihe ćelijskog ATP-a, što na kraju može da 
dovede do lize i nekroze ćelije. Pored nekroze, PARP može da indukuje i apoptozu 
u koju nisu uključene kaspaze, dok isecanje PARP-a enzimima, poput kaspaza i 
katepsina, obično inaktivira ovaj protein. 
Dakle, povećano isecanje PARP-1 proteina dovodi do morfoloških i 
biohemijskih promena koje se primećuju u apoptotskim ćelijama (Slee i sar., 2001). 
Kaspaza-3 se smatra najvažnijom efektorskom kaspazom, i nju može da aktivira 
bilo koja inicijatorska kaspaza (poput kaspaze-8 i -9). Pored toga, ova kaspaza 
indukuje reorganizaciju citoskeleta i dezintegraciju ćelije u apoptotska tela, koja 
potom bivaju fagocitovana od strane drugih ćelija (Sakahira i sar., 1998).  
 
1.4.2.  Uloga GR-a u apoptozi 
Veliki broj studija je pokazao da GR ima ulogu u apoptozi, tačnije, da deluje 
proapoptotski (Schmidt i sar., 2004; Geley i sar., 1996; Tissing i sar., 2003), i da 
može da dovede do apoptoze aktiviranjem oba puta, spoljašnjeg i unutrašnjeg 
(Smith i Cidlowski, 2010; Schmidt i sar., 2004). Naime, pokazano je da  
glukokortikoidi mogu da regulišu spoljašnji signalni put inhibicijom FasL 
signalinog puta u timocitima (Ashwell i sar., 2000), dok je uloga unutrašnjeg 
signalnog puta u glukokortikoidima-posredovanoj apoptozi do sada pokazana u 
hepatocitima, ćelijama mikrocelularnog raka pluća, primarnim limfoblastima 
akutne leukemije (ALL) i životinjskim sistemima (Almawi i sar., 2004; Bouillet i 
UVOD 
43 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
sar., 1999). Pored toga, u nekim slučajevima, glukokortikoidi mogu da indukuju 
apoptozu preko oba puta, unutrašnjeg i spoljašnjeg, a sponu između ova dva 
signalna puta, kako je već pomenuto, predstavlja protein BID (Roy i Nicholson, 
2000). 
Međutim, iako je pokazano da GR može da indukuje apoptozu aktiviranjem 
oba signalna puta apoptoze, konkretni mehanizmi kojima ostvaruje ovaj efekat još 
uvek nisu dovoljno razjašnjeni. Smatra se da su u apoptozu uključeni kako jedarni, 
tako i mitohondrijski GR, kao i da je za inicijaciju i tok ovog procesa potrebna 
njihova kooperacija.  
1.4.2.1. Uloga jedarnog GR-a 
Pokazano je da glukokortikoidi mogu da regulišu ekspresiju određenog 
broja proteina uključenih u proces apoptoze, poput pojedinih pro- i 
antiapoptotskih članova BCL-2 familije proteina. Tačnije, glukokortikoidi mogu da 
aktiviraju ćelijsku smrt indukcijom ekspresije proapoptotskih proteina kao što su 
BAX (eng. BCL2 associated X protein), BAK (eng. BCL-2 homologous 
antagonist/killer), BIM (eng. Bcl-2-like protein 11), BID i BAD (eng. BCL-2 associated 
agonist of cell death), i/ili represijom antiapoptotskih članova, poput BCL-2, MCL-1 
(eng. induced myeloid leukemia cell differentiation protein 1) i BCL-xL (eng. B-cell 
lymphoma-extra large) (Schlossmacher i sar., 2011). Uloga članova BCL-2 familije 
uključenih u apoptozu indukovanu glukokortikoidima je prikazana u Tabeli 4.  
Međutim, iako su genomski efekti GR-a važni u održavanju ravnoteže 
između pro- i antiapoptotskih signala, smatra se da mnogo važniju ulogu u 
pokretanju apoptoze imaju njegovi ne-genomski efekti. Neki od tih efekata bi mogli 
da budu: stvaranje reaktivnih kiseoničnih vrsta (ROS), aktivacija fosfolipaze C i 
posledična mobilizacija kalcijuma, aktivacija sfingomijelinidaze i porast stvaranja 
ceramida, kao i oslobađanje katepsina B iz lizozoma (Sionov i sar., 2006b). 
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Tabela 4 – Pro- i antiapoptotski članovi BCL-2 familije uključeni u apoptozu 
indukovanu glukokortikoidima.  
 
1.4.2.2. Uloga mitohondrijskog GR-a u procesu apoptoze 
Iako jedarni GR ima bitnu ulogu u procesu apoptoze, pokazano je da je 
translokacija ovog receptora u mitohondrije neophodna i dovoljna da indukuje 
apoptozu (Sionov i sar., 2006a). Ovome u prilog ide studija koja je pokazala da 
postoje neke razlike u metabolizmu između ćelija osetljivih i ćelija neosetljivih na 
GR, poput smanjene aktivnosti heksokinaze u mitohondrijama ćelija tretiranih 
DEX-om (Tome i sar., 2004). 
Jedan od načina na koji bi mitohondrijski GR mogao da indukuje apoptozu 
jeste direktan genomski efekat. GR se nakon translokacije u mitohondrije vezuje za 
odgovarajuće regulatorne elemente u mitohondrijskom genomu, utičući na 
transkripciju mitohondrijskih gena (Demonacos i sar., 1995). Na ovaj način, GR 
može da reguliše energetski metabolizam ćelije, o čemu će biti više reči u 
PROTEIN 
ULOGA U APOPTOZI IZAZVANOJ 
GLUKOKORTIKOIDIMA FUNKCIJA 
BCL-2 Povišena ekspresija u ljudskim ALL ćelijama 
sprečava apoptozu indukovanu glukokorti-
koidima. 
Antiapoptotski 
BCL-xL Povišena ekspresija u ljudskim ALL ćelijama 
sprečava apoptozu indukovanu glukokorti-
koidima. 
Antiapoptotski 
MCL-1 Utišavanje ovog gena čini ćelije osetljivijim na 
apoptozu indukovanu glukokortikoidima. 
Antiapoptotski 
NOXA Reguliše stabilnost Mcl-1, dok Noxa/Mcl-1 
odnos određuje ćelijsku sudbinu. 
Proapoptotski 
BIM Utišavanje ovog gena povećava otpornost ALL 
ćelija, dok povišena ekspresija čini ćelije 
osetljivijim na apoptozu indukovanu gluko-
kortikoidima. 
Proapoptotski 
BAX Reguliše apoptozu indukovanu glukokorti-
koidima u timocitima, dok istovremeno 
utišavanje BAX i BAK gena štiti od apoptoze. 
Proapoptotski 
BAK Istovremeno utišavanje BAX i BAK gena štiti od 
apoptoze indukovane glukokortikoidima u 
timocitima. 
Proapoptotski 
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narednom odeljku. Jedan od mehanizama kojima bi GR mogao da reguliše 
ekspresiju mitohondrijskih gena jeste fosforilacija. Naime, pokazano je da hronični 
stres može da izmeni fosforilaciju mitohondrijskog GR u hipokampusu mužjaka i 
ženki pacova na polno-specifičan način, i da antidepresiv fluoksetin može da utiče 
na ekspresiju mitohondrijama-kodiranih subjedinica citohrom C oksidaze 1 i 3 
(COX-1 i COX-3), putem modulacije fosforilacije GR-a na Ser232, ali samo kod ženki 
(Adzic i sar., 2013). 
GR može da reguliše apoptozu i putem translokacije u mitohondrije i 
asocijacije sa proteinima BCL-2 familije. Naime, pokazano je da se pri visokim 
dozama glukokortikoida, u T-limfocitima GR translocira u mitohondrije, gde 
interaguje sa proteinima BCL-2 familije i na taj način indukuje apoptozu (Prenek i 
sar., 2017). Takođe, jedna studja je pokazala da bi kritičan korak u blokiranju 
fomiranja pora u spoljašnjoj membrani mitohondrija, a samim tim i sprečavanju 
apoptoze, u kortikalnim neuronima moglo biti formiranje GR/BCL-2 kompleksa 
(Du i sar., 2009). To bi značilo da, pored široko prihvaćenog proapoptoskog, GR 
može da ima i antiapoptotsko dejstvo u nekim ćelijama. Sposobnost GR-a da ima 
antiapoptotski efekat u nekim slučajevima dodatno oslikava raznovrsnost i 
kompeksnost odgovora ovog receptora na raznovrsne stimuluse. 
1.4.3.  Uticaj mitohondrijskog GR-a na energetski metabolizam 
Pored apoptoze, GR može da utiče i na komponente energetskog 
metabolizma mitohondrija. Naime, pokazano je da DEX može da utiče na 
energetski metabolizam i na ravnotežu između oksidativne fosforilacije i glikolize 
(Pandya i sar., 2007). Ovaj efekat je dvofazan - niže doze glukokortikoida imaju 
pozitivan uticaj na oksidativnu fosforilaciju, membranski potencijal i kalcijumski 
kapacitet, dok više doze deluju štetno, i ti efekti su u direktnoj korelaciji sa 
neuroprotektivnim efektima kortikosterona (Du i sar., 2009). GR takođe 
koordiniše transkripciju enzima uključenih u oksidativnu fosforilaciju (Simoes i 
sar., 2012) i reguliše transkripciju mitohondrijskih gena, poput COX-1 i COX-3 
(Adzic i sar., 2013), a pokazano je i da bi geni uključeni u energetski metabolizam 
takođe mogli da učestvuju u apoptozi indukovanoj glukokortikoidima (Carlet i sar., 
2010). Pored toga, značajan uticaj na energetski metabolizam mogle bi da imaju i 
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promene u nivou GRγ izoforme, za koju je pokazano da može da dovede do 
povećane proizvodnje ATP-a i potrošnje kiseonika (Morgan i sar., 2016).  
Uzimajući u obzir ulogu GR-a u regulaciji transkripcije i jedarnih i 
mitohondrijskih komponenti signalnog puta oksidativne fosforilacije (Coenen i 
sar., 2001), smatra se da bi ovaj receptor mogao da bude ključni transkripcioni 
faktor odgovoran za koordinaciji njihove ekspresije, osiguravajući na taj način 
odgovarajuću stehiometriju i pravovremenu gensku ekspresiju komponenti 
respiratornog lanca (Fontanesi i sar., 2006; Lange i sar., 1992).  
1.4.4.  Veza između inflamacije i funkcije mitohondrija 
U slučajevima kada je funkcija mitohondrija narušena, one postaju glavne 
determinante proinflamatornog statusa. U tim slučajevima, mitohondrije mogu da 
modulišu urođeni imunski odgovor putem redoks-osetljivih inflamatornih puteva 
ili putem direktne aktivacije inflamazoma (Escames i sar., 2012). Pored toga, i 
sama apoptoza može da aktivira imunski odgovor. Naime, iako u većini slučajeva 
umiruća ćelija formira apoptotska tela koja bivaju fagocitovana od strane 
makrofaga ili susednih ćelija, u nekim slučajevima se ovo ne dešava, pa u zavisnosti 
od apoptotskog scenarija apoptoza može da pokrene moćan inflamatorni odgovor. 
Ovo je pokazano u jednoj studiji, u kojoj je uočena veza između oksidovane mtDNK 
sa jedne strane, i apoptoze i oslobađanja IL-1β sa druge, što pokazuje da 
oksidovana mtDNK može da aktivira kako intracelularne, tako i ekstracelularne 
sistemske puteve koji uključuju proinflamatorne citokine (Lopez-Armada i sar., 
2013).  
Jedan od glavnih citokina povezanih sa mitohondrijskom disfunkcijom u 
nastanku kliničke depresije i drugih psihijatrijskih oboljenja jeste TNFα. Ovaj 
citokin može da suprimira mitohondrijske komplekse I i IV i aktivnost 
dehidrogenaze pirogrožđane kiseline, i da na taj način dovede do oštećenja 
mitohondrija (Lopez-Armada i sar., 2013). Ovom procesu doprinosi i IL-6, koji 
stimuliše produkciju ROS-a u mozgu, od kojih je NO veoma moćan inhibitor 
citohrom oksidaze i može da izazove oštećenje mitohondrija (Lopez-Armada i sar., 
2013). Citokini takođe aktiviraju i proapoptotske članove BCL-2 familije i kaskadu 
kaspaza, koja može da dovede do apoptoze neurona (Grunnet i sar., 2009). TNFα i 
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IL-1β takođe smanjuju aktivnost kompleksa 1 mitohondrijskog respiratornog 
lanca, proizvodnju ATP-a i potencijal mitohondrijske membrane i indukuju 
nagomilavanje značajnih količina ROS-a (Guidarelli i sar., 2007; Kim i sar., 2010). 
Štaviše, u adipocitima je pokazano da TNFα izaziva značajne morfološke promene 
na mitohondrijama, verovatno zbog promena u nivou nekoliko mitohondrijskih 
proteina. Pored toga, citokini narušavaju potencijal mitohondrijske membrane, 
povećavaju njenu permeabilnost i smanjuju produkciju energije (Chen i sar., 2010). 
Ovi podaci ukazuju na to da je poremećena funkcija mitohondrija ključna za 
razvoj inflamatornog fenotipa, kao i da proinflamatorni citokini igraju značajnu 
ulogu u narušavanju funkcije mitohondrija. Ovi nalazi takođe ističu potencijal 
mitohondrija kao novih farmakoloških meta u tretmanu pacijenata sa oboljenima 
koja u osnovi imaju inflamaciju. 
1.4.5.  Uticaj mitohondrijske disfunkcije na ponašanje životinja 
U životinjskim modelima depresije je uočena smanjena produkcija ATP-a 
kod anhedoničnih ženki koje su bile izložene blagom stresu u trajanju od 40 dana, i 
ovaj efekat je poništen primenom antidepresiva (Gamaro i sar., 2003a; Gamaro i 
sar., 2003b). Pored toga, kod miševa sa smanjenom sklonosti ka saharozi i 
povećanom imobilnošću je uočeno oštećenje mitohondrijske ultrastrukture, 
narušena stopa respiracije i izmenjen membranski potencijal u hipokampusu, 
hipotalamusu i korteksu (Gong i sar., 2011). Kod životinja sa depresivnim 
ponašanjem su uočene i promene u oksidativnoj fosforilaciji; tačnije, pokazano je 
da hronični nepredvidivi stres smanjuje sklonost ka saharozi i inhibira elektron-
transportne kompekse I, II i IV u kori malom mozgu pacova (Rezin i sar., 2008).
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Veliki broj studija je ukazao na vezu između depresije i povišene produkcije 
proinflamatornih citokina, koji mogu da utiču na različite aspekte funkcije HPA ose 
i da poremete funkciju GR-a. Jedan od načina na koji bi proinflamatorni citokini 
mogli da naruše funkciju ovog receptora jeste putem njegove izmenjene 
fosforilacije, i ovaj proces bi mogao da utiče na ekspresiju kako jedarnih, tako i 
mitohondrijskih gena regulisanih GR-om. U jedru, izmenjena fosforilacija GR-a bi 
mogla da utiče na ekspresiju velikog broja gena koji su regulisani ovim 
receptorom, i koji su uključeni u različite procese povezane sa patofiziologijom 
depresije, poput neuroplastičnosti, serotoninske neurotransmisije, neuroinfla-
macije i neuroendokrine funkcije. U mitohondrijama, izmenjena fosforilacija GR-a 
bi mogla da utiče na ekspresiju COX-1 i COX-3 gena, i da na taj način poremeti 
energetski metabolizam ćelija, što može da se odrazi i na njihovo preživljavanje. 
Takođe, sama translokacija GR-a u mitohondrije može da dovede do apoptoze 
ćelija CNS-a, što može da poremeti strukturu neuralnih mreža i značajno naruši 
neuroplastičnost.  
Uzimajući u obzir prethodno navedeno, u ovoj doktorskoj disertaciji je 
postavljena hipoteza da jak imunološki stresor, kakav je endotoksin bakterija, LPS, 
menja status fosforilacije i funkciju jedarnog i mitohondrijskog GR-a, što se dovodi 
u vezu sa iniciranjem ponašanja nalik depresivnom. Istraživanja su obavljena u 
moždanim strukturama, hipokampusu i PFC-u, pacova Wistar soja, sa ciljem da se 
prošire trenutna znanja o uticaju inflamacije na aktivnosti GR-a u depresiji. Budući 
da postoje značajne polne razlike u raznim aspektima depresije u humanoj 
populaciji, u ovoj su studiji korišćene životinje oba pola. 
 
U skladu sa zadatim ciljem, u ovoj disetraciji je/su: 
(1) detaljno okarakterisane promene u ponašanju životinja izazvane LPS-om; 
(2) ispitane promene u nivou kortikosterona u serumu tretiranih životinja;  
(3) ispitan uticaj LPS-a na nivoe GR-a i njegovih fosfoformi pGR-232 i pGR-246, kao 
i nivoe ukupnih i aktiviranih kinaza (JNK, p38 i CDK5) uključenih u 
fosforilaciju ovog receptora i njegove košaperone FKBP4 i FKBP5, u citosolu 
i jedru hipokampusa i PFC-a;  
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(4) ispitan uticaj LPS-a na transkripcionu aktivnost jedarnog GR-a u navedenim 
strukturama, merenjem nivoa iRNK za proteine čija je transkripcija 
regulisana ovim receptorom (BDNF, COX-2, p11 i GR); 
(5) ispitan uticaj LPS-a na nivoe GR-a i njegovih fosfoformi u mitohondrijama i 
komponente spoljašnjeg i unutrašnjeg apoptotskog signalnog puta u 
citosolu i mitohondrijama (prekursorske i isečene forme kaspaza-8, -9 i -3, i 
članove BCL-2 proteinske porodice - BCL-2, BAX i BID), kao i  promene u 
nivou isečenog PARP-1 proteina u citosolu; 
(6) ispitan uticaj LPS-a na funkciju mitohondrijskog GR-a u ove dve moždane 
strukture, praćenjem nivoa iRNK mitohondrijskih gena čija je transkripcija 
regulisana ovim receptorom (COX-1 i COX-3). 
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3.1. GAJENJE I TRETMAN EKSPERIMENTALNIH ŽIVOTINJA 
U eksperimentima opisanim u ovoj tezi korišćene su ženke i mužjaci pacova 
Wistar soja, odgajani u vivarijumu za eksperimentalne životinje Laboratorije za 
molekularnu biologiju i endokrinologiju instituta „Vinča’’. Životinje korišćene u 
eksperimentima su bile stare 3 meseca. Na početku eksperimenta težina ženki je 
bila 220-350 g (u proseku 249.09 g), a mužjaka 300-440 g (u proseku 339.78 g). 
Odgajane su u standardnim laboratorijskim uslovima, na temperaturi od 20±2°C. 
Pacovi su držani u kavezima standardne veličine (425×266×185 mm), sa 
slobodnim pristupom komercijalnoj hrani (Veterinarski zavod Subotica) i vodi. 
Svetlo je bilo uključeno u periodu 07:00-19:00 h. Rad sa eksperimentalnim 
životinjama je odobren od strane Etičkog komiteta za rad sa eksperimentalnim 
životinjama Instituta za nuklearne nauke „Vinča’’, koji je u skladu sa pravilima i 
nacrtima Srpskog udruženja za korišćenje životinja u nauci i obrazovanju. 
Tokom eksperimenata, životinje su bile podeljene u četiri grupe: (I) ženke 
tretirane fiziološkim rastvorom, (II) ženke tretirane LPS-om, (III) mužjaci tretirani 
fiziološkim rastvorom, i (IV) mužjaci tretirani LPS-om. Životinje iz grupa I i III su 
bile tretirane odgovarajućom zapreminom fiziološkog rastvora, određenom na 
osnovu njihove težine. Životinje iz grupa II i IV su bile tretirane LPS-om 
(Escherichia coli 005: B5, No. L-2880 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), prethodno 
rastvorenom u fiziološkom rastvoru, u dozi 500 µg/kg. Sve grupe su tretirane 
intraperitonealno, a tretman je trajao 7 dana. Životinje su dekapitovane 24 h nakon 
poslednje injekcije, i iz njih su izvađene odgovarajuće moždane strukture (PFC i 
hipokampus) i krv. 
3.1.1. Određivanje faza estrusnog ciklusa 
Vaginalni brisevi su ispitivani u dva navrata. Prvo ispitivanje vaginalnih 
briseva izvršeno je 12 dana pre početka tretmana, i trajalo je narednih 5 dana. Ovo 
ispitivanje vaginalnih briseva je vršeno kako bi se utvrdilo da li životinje imaju 
normalan estrusni ciklus. Kako je prosečno trajanje estrusnog ciklusa kod ženki 
pacova 4-5 dana (Nequin i sar., 1979), ovaj vremenski period je bio dovoljan da se 
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utvrdi obrazac cikliranja. Samo ženke sa normalnom distribucijom faza estrusnog 
ciklusa su bile uključene u dalje studije. 
Nakon ovog prvog uzimanja briseva, životinje su ostavljene da se odmaraju 
7 dana. Pokazano je da je odmor u trajanju od 7 dana između uzimanja poslednjeg 
brisa i početka tretmana LPS-om dovoljan kako bi se bazalni parametri HPA ose 
vratili u normalu, i kako bi se neutralisali stresni efekti procesa uzimanja briseva 
(Rhodes i sar., 2004).  
Vaginalni brisevi su uzimani i analizirani još jednom nakon poslednjeg 
tretmana, tačnije odmah nakon dekapitacije životinja, kako bi se utvrdio efekat 
LPS-a na distribuciju faza estrusnog ciklusa. Kako su rezultati ovog poslednjeg 
uzimanja vaginalnih briseva bitni za praćenje efekta LPS-a na distribuciju faza 
estrusnog cikluse, oni će biti predstavljeni kasnije u odeljku 4.2. 
3.1.2. Eksperimentalni dizajn 
Pre glavnog eksperimenta odrađen je pilot-eksperiment u cilju određivanja 
odgovarajuće doze LPS-a i dužine tretmana koji bi izazvali ponašanje nalik 
depresivnom kod jedinki oba pola. Tokom pilot-eksperimenta, ženke i mužjaci su 
tretirani sa tri različite doze LPS-a (100, 250 i 500 µg/kg). Svaka od ovih doza je 
davana tokom 4 odnosno 7 dana, kako bi se odredila optimalna dužina trajanja 
tretmana. Tokom ove faze upotrebljene su 62 životinje, a njihovo ponašanje je 
izmereno FST-om, koji će biti detaljno opisan kasnije u tekstu. 
Za glavnu studiju je upotrebljeno 137 životinja. Životinje su podeljene u tri 
seta. Prvi set od 64 životinje je upotrebljen za neurobiološke analize, od čega su 32 
životinje upotrebljene za Western blot analizu (8 po grupi), a 32 za qRT-PCR (8 po 
grupi). Od ovih životinja je uzet i serum, u kojem je određena koncentracija 
kortikosterona. Drugi set od 29 životinja je upotrebljen za FST (7-8 životinja po 
grupi). Ove životinje su upotrebljene i za određivanje promena u telesnoj težini. 
Treći set od 44 životinje je upotrebljen za merenje unosa hrane, SPT, test 
otvorenog polja (OFT) i test uzdignutog plus lavirinta (EPMT) (10-12 životinja po 
grupi). I ove životinje su upotrebljene za merenje promena u telesnoj težini. 
Grafička predstava eksperimantalnog dizajna je prikazana na Slici 8.  
 
MATERIJAL I METODE 
54 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
 
 
 
 
Slika 8 - Eksperimentalni dizajn. 
Legenda: VEH, fiziološki rastvor; LPS, lipopolisaharid; TT, telesna težina; FST, test 
prinudnog plivanja; OFT, test otvorenog pola; EPMT, test uzdignutog plus 
lavirinta. 
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3.2. TESTOVI PONAŠANJA 
Kako bi se utvrdilo da li je LPS izazvao ponašanje nalik depresivnom, 24 h 
nakon poslednje injekcije LPS-a dva seta životinja su testirana na prisustvo 
pojedinih komponenti ponašanja nalik depresivnom. Modifikovani test prinudnog 
plivanja je sproveden kako bi se ustanovilo prisustvo osećaja beznadežnosti kod 
životinja tretiranih LPS-om, testovi otvorenog polja i uzdignutog plus lavirinta 
kako bi se analizirala motorika, istraživačko i anksiozno ponašanje, i test sklonosti 
prema saharozi kako bi se ustanovilo prisustvo anhedonije. Kako su promene  
apetita i telesne težine jedan od simptoma depresije, pratili smo i ova dva 
parametra. 
3.2.1. Merenje fizioloških parametara 
Telesna težina je merena u dve tačke – neposredno pre početka tretmana i 
24 h nakon poslednje injekcije. Razlika u telesnoj težini između ove dve tačke je 
uzeta kao merilo promene telesne težine. U istom vremenskom periodu (0-24 h 
nakon poslednje injekcije) merene su i promene u unosu hrane. Naime, svim 
jedinkama je odmah nakon poslednje injekcije data ista količina hrane. Životinje su 
puštene slobodno da jedu, a nakon 24 h preostala hrana je uklonjena i izmerena. 
Razlike u težini hrane u ove dve vremenske tačke su bile merilo promena u unosu 
hrane. 
3.2.2. Testovi za depresivno ponašanje 
3.2.2.1. Test prinudnog plivanja 
Test prinudnog plivanja se najčešće koristi za određivanje efekata 
antidepresiva na ponašanje laboratorijskih životinja, uglavnom pacova i miševa. U 
ovom testu bezizlaznu situaciju predstavlja stavljanje životinje u vodu određeni 
vremenski period. Vreme koje životinja u ovoj situaciji provede nepokretna, 
odnosno pluta, je bilo merilo beznadežnosti. U ovoj tezi rađen je test prinudnog 
plivanja po metodi Porsolta (Porsolt i sar., 1977). Tokom testa, životinje su 
uranjene u vodu koja ispunjava cilindar od pleksiglasa (visine 40 cm i prečnika 20 
cm), napunjen vodom do visine od 30 cm. Temperatura vode je bila 24.0±0.5°C. 
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Pacovima je bilo dozvoljeno da plivaju u cilindru u uslovima u kojima ne mogu da 
dodirnu dno cilindra repom i zadnjim šapama, kao ni da izađu iz njega. 
 Test prinudnog plivanja se sastojao iz dve faze - faze preliminarnog 
testiranja (pre-test) i faze testiranja. Faza pre-testa je počela 24 h nakon 
poslednjeg tretmana. Nakon 15 min boravka u cilindru, životinje su izvađene, 
osušene i vraćene u kavez. Dvadeset četiri časa nakon pre-testa (ili 48 h nakon 
poslednje injekcije), životinje su podvrgnute testu koji je trajao 5 min. Testiranje je 
vršeno u zamračenoj sobi i snimano video kamerom, a ponašanje je naknadno 
ručno kvantifikovano sa snimka. Sa snimka je određeno koliko dugo su životinje 
plutale (odnosni bile nepokretne), a koliko su ispoljavale neki od oblika kretanja - 
plivanje ili penjanje (Slika 9). Analiza je vršena tako što je određivan dominantan 
oblik ponašanja u periodu od 5 s (Spasojevic i sar., 2009). Plutanje je definisano 
kao izostanak pokreta celog tela, osim malih pokreta neophodnih da životinja održi 
glavu iznad vode (Spasojevic i sar., 2009). Takođe, nekontrolisani refleksni pokreti 
tokom perioda nepokretnosti, poput drhtanja, trzanja ili sklanjanja vode sa očiju, 
su tretirani kao plutanje. Nakon svakog testiranja, cilindar je očišćen i napunjen 
svežom vodom za testiranje naredne životinje. 
 
 
Međutim, kako se test prinudnog plivanja zasniva na motornom odgovoru 
životinje i kako na njega mogu da utiču promene u lokomotornoj aktivnosti, on 
može da ima lažno pozitivne rezultate. Naime, pokazano je da i neke supstance 
koje nisu antidepresivi, poput kofeina i amfetamina, mogu da smanje trajanje 
imobilnosti u ovom testu na sličan način kao i antidepresivi (Lucki, 1997). Zbog 
IMOBILNOST           PENJANJE             PLIVANJE 
Slika 9 - Karakteristično ponašanje u testu prinudnog plivanja. 
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toga se često uz test prinudnog plivanja rade i drugi testovi, poput testa otvorenog 
polja, kako bi se bolje uočili efekti tretmana na lokomociju (Kaster i sar., 2005). 
3.2.2.2. Test sklonosti ka saharozi 
Test sklonosti ka saharozi služi za testiranje depresivnog ponašanja 
životinja i zasniva se na tome da se stresiranim životinjama ponudi da biraju 
između obične vode i vode koja sadrži određeni procenat rastvorene saharoze. 
Test traje određeni vremenski period, nakon čega se meri da li su životinje 
pokazale sklonost za pijenje slatke vode ili su više pile običnu vodu. Izmerena 
sklonost se potom uzima kao mera anhedonije kod testiranih životinja.  
U ovoj studiji test je bio podeljen na dve faze – fazu navikavanja i fazu 
samog testiranja. Tokom obe faze, životinje su držane grupno, u kavezima u kojima 
su odrasle, jer bi njihovo izdvajanje u individualne kaveze moglo da ih stresira.  
Faza navikavanja je trajala 6 dana, i odvijala se paralelno sa tretmanom. Tokom 
ove faze, pacovi su bili navikavani na prisustvo dve boce od 250 ml, jedne sa 2% 
rastvorom saharoze i jedne sa čistom vodom. Svakog dana tokom ove faze, između 
08:00 i 09:00 h, boce su uklanjane, i njihov sadržaj je menjan svežim. Kako bi se 
izbeglo da na rezultate testa utiče sklonost ka jednoj strani kaveza, ovom prilikom 
je menjan i položaj boca. Tokom faze navikavanja svaki dan su merene zapremine 
popijene vode i saharoze, kako bi se pratio sam efekat tretmana na unos rastvora 
saharoze i vode.  
Neposredno nakon faze navikavanja i nakon poslednjeg tretmana usledila je 
faza samog testiranja. Tokom ove faze, životinjama su u toku sledeća 24 h bile 
ponuđene dve boce: jedna sa 2% rastvorom saharoze i druga sa vodom. Po isteku 
24 h, boce su uklonjene i izmerena je ukupna zapremina popijene vode i popijenog 
rastvora saharoze. Iz dobijenih podataka izračunata je sklonost životinja za 
uzimanje rastvora saharoze po sledećoj formuli:  
 
 
 
 
Sklonost ka saharozi = 
V(rastvora saharoze)   
V(rastvora saharoze) + V(vode) 
      X 100% 
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3.2.3. Testovi za anksiozno ponašanje 
3.2.3.1. Test otvorenog polja 
Test otvorenog polja je namenjen pre svega za testiranje motorike, 
spontane lokomotorne aktivnosti, istraživačkog ponašanja i anksioznosti. Koncept 
ovog testa se zasniva na premisi da ravnoteža između straha od nepoznatog 
prostora i instinktivne radoznalosti životinje određuje njeno ponašanje u ovakvoj 
situaciji. Naime, kada su anksiozni, glodari pokazuju prirodnu tendenciju da se u 
testu otvorenog polja kreću pored zidova, izbegavajući centralna polja, što je 
fenomen poznat kao tigmotaksa. I suprotno, smanjen nivo anksioznosti dovodi do 
povećane želje životinja za istraživanjem nove sredine, uključujući i stimuluse koji 
im deluju preteći, poput otvorenih i svetlijih centralnih regiona arene. U skladu s 
tim, broj ulazaka u centralna polja i vreme provedeno u njima odražavaju konflikt 
između straha i istraživačke aktivnosti, i služe kao dva uobičajena indikatora 
anksioznosti (Kalueff i sar., 2007; Ramos i sar., 1997).  
Pored toga, istraživačka, odnosno spontana lokomotorna aktivnost, se može 
proceniti merenjem ukupnog broja pređenih kvadrata i vertikalnom aktivnošću. 
Vertikalna aktivnost je klasična eksploratorna aktivnost koja se sastoji od dve 
komponente – propinjanja uz zidove arene i propinjanja u vazduhu (Slika 10). Iako 
su se ove dve komonente dugo tretirale kao jedna i smatrale visoko korelisanim sa 
Slika 10 – Ponašanje u testu otvorenog polja: propinjanje uz zid (a), propinjanje u 
vazduhu (b) i čišćenje lica i tela (c). 
a) b) 
c) 
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generalnom aktivnošću životinja, pokazano je da je samo propinjanje uz zidove 
povezano sa lokomocijom/aktivnošću, dok je propinjanje u vazduhu više povezano 
sa emocionalnošću (Sturman i sar., 2018). Ovde treba napomenuti da se pod 
pojmom ,,emocionalnost'' kod pacova podrazumeva osećaj kako anksioznosti, tako 
i straha. Još neki od parametara koji se prate u testu otvorenog polja jesu 
defekacija i čišćenje (Slika 10). Naime, smatra se da stresirane životinje imaju 
povećanu defekaciju, i da ona može da se koristi kao pokazatelj nivoa anksioznosti 
glodara (Walsh i Cummins, 1976). Slično tome, čišćenje (lica i tela) bi trebalo da 
bude povišeno kod životinja koje se nađu u nekoj novoj sredini, što bi takođe 
moglo da ukaže na prisustvo anksioznosti (Brenes i sar., 2009).  
Aparatura za test otvorenog polja se sastojala od arene kvadratnog oblika 
dimenzija 100 cm (dužina) ×100 cm (širina) ×40 cm (visina zida arene) čiji je pod  
bio podeljen na 16 jednakih kvadrata dimenzija 25×25 cm radi lakše kvantifikacije 
lokomotorne aktivnosti (Slika 11). Testiranje se odvijalo u sobi sa kontrolisanom 
temperaturom, bukom i osvetljenjem. Sve životinje su unete u sobu za testiranje 30 
min pre početka testa, kako bi se prilagodile. Tokom testa, svaki pacov je 
postavljen u centar arene, nakon čega je snimano njegovo ponašanje u areni tokom 
narednih 5 min. Lokomotorna aktivnost je merena kao zbir broja prelaza iz jednog 
polja  u  drugo   (sa  najmanje  3  šape)    i   broja  izdizanja  na  zadnje  noge,  koji  je 
 
 
Slika 11 - Standardna 
aparatura za sprovođenje testa 
otvorenog polja. 
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određivan kao zbir broja propinjanja uz zid i propinjanja u vazduhu (Slika 10). 
Ponašanje nalik anksioznom je prikazano kao procenat ulazaka u centralne  
kvadrate (četiri centralna kvadrata, dimenzija 50x50), kao i procenat vremena 
provedenog unutar ovih kvadrata. Takođe su mereni i čišćenje i defekacija. Posle 
pojedinačnog testiranja svake životinje arena je čišćena 70% rastvorom etanola.  
3.2.3.2. Test uzdignutog plus lavirinta 
Test uzdignutog plus lavirinta se takođe koristi za merenje anksioznosti kod 
glodara i zasniva se na sličnim premisama kao i test otvorenog polja. Međutim, za 
razliku od testa otvorenog polja, koji meri anksioznost izazvanu strahom od 
otvorenog i osvetljenog prostora, test uzdignutog plus lavirinta detektuje 
anksioznost izazvanu boravkom na uzdignutom i otvorenom terenu. Pored toga, 
ovaj test u znatno manjoj meri može da proceni promene u istraživačkoj i 
spontanoj lokomotornoj aktivnosti i zasniva više na averziji životinja od 
nepoznatog otvorenog i uzdignutog prostora. U testu uzdignutog plus lavirinta 
anksioznost je izražena vremenom provedenim u zatvorenim kracima aparature, 
kao i brojem ulazaka u ove krake. Iako se ovaj test koristi prevashodno za merenje 
anksioznosti, može da se koristi i kao merilo spontane lokomotorne aktivnosti 
merenjem ukupnog broja ulazaka u krake (otvorene i zatvorene) (Hogg, 1996).  
Aparatura za ovaj test je bila građena od sivog akrila, i sastojala se od dva 
otvorena (40 cm x 10 cm) i dva zatvorena kraka (40 cm x 10 cm x 40 cm) koja su se  
 
Slika 12 – Šematski prikaz standardne aparature za sprovođenje testa 
uzdignutog plus lavirinta. 
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se granala od centralne platforme (10 cm x 10 cm) (Slika 12). Tokom testa, svaki 
pacov je postavljen na centralnu platformu lavirinta, naspram jednog od otvorenih 
kraka, i pušten je da se slobodno kreće. Kretanje je snimano u periodu od 5 min. 
Tokom tog perioda, meren je ukupan broj ulazaka u otvorene i zatvorene krake 
zajedno (sa najmanje 3 šape), broj ulazaka u otvorene krake i vreme provedeno 
uotvorenim kracima. Posle pojedinačnog testiranja svake životinje arena je čišćena 
70% rastvorom etanola. 
3.3. ODREĐIVANJE KONCENTRACIJE KORTIKOSTERONA U SERUMU 
Nakon dekapitacije, krv je sakupljena u epruvete i ostavljena da koaguliše 
na sobnoj temperaturi 30 min, nakon čega je centrifugirana 15 min na 3 000 rpm, a 
dobijeni serumi su čuvani na -20°C do dalje upotrebe. Koncentracija 
kortikosterona u serumu je određena Eliza esejom visoke osetljivosti specifičnim 
za pacovski serum (Immunodiagnostic Systems Ltd) po uputstvima proizvođača. 
Apsorbanca je očitavana na 450 nm i 650 nm (650 nm je korekciona OD) na Eliza 
čitaču (WALLAC 1420-Victor2 Multilabel Counter, LKB). Intenzitet razvijene boje je 
bio obrnuto proporcionalan koncentraciji kortikosterona u uzorku. Vrednosti su 
očitavane sa semilogaritamske standardne krive i izražene u ng/ml. 
3.4. ANALIZA PROTEINA 
3.4.1. Priprema citoplazmatskih, mitohondrijskih i jedarnih frakcija 
Životinje su ubijene brzom dekapitacijom pomoću giljotine (Harvard 
Apparatus) 24 h nakon poslednje injekcije. Mozgovi su izolovani i brzo prebačeni 
na led, i iz njih su izolovani hipokampus i PFC. Tkiva su trenutno zamrzavana u 
tečnom azotu i čuvana na -70°C do dalje obrade. Priprema citoplazmatskih, 
mitohondrijskih i jedarnih frakcija je detaljno opisana kod (Moutsatsou i sar., 
2001). 
Ukratko, tokom pripreme uzoraka, zamrznuta moždana tkiva PFC-a i 
hipokampusa su izmerena i homogenizovana u hladnom (4°C) homogenizacionom 
20 mM Tris-HCl puferu (pH 7.4), u odnosu 1:2 težina/zapremina pufera, sa 30 
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udaraca Potter-Elvehjem teflonsko-staklenog homogenizera. Tris-HCl pufer se 
sastojao od 10% glicerola, 50 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 2 mM DTT i 
koktela fosfataznih i proteaznih inhibitora. Fosfatazne inhibitore su činili 20 mM β-
glicerofosfat, 5 mM Na4P2O7x10H2O i 2 mM Na3VO4, a proteazne 20 mM Na2MoO4, 
0.15 mM spermin, 0.15 mM spermidin, 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid, 5 μg/ml 
antipain, 5 μg/ml leupeptin, 5 μg/ml aprotinin, 10 μg/ml tripsin i 3 mM 
benzamidin. Nakon homogenizacije, uzorci su inkubirani na ledu uz snažno 
ljuljanje 30 min. Nakon toga, u svaki uzorak je dodato 75 μl 10% rastvora Tween 
20, uzorci su vorteksovani 20 s i homogenat je centrifugiran 10 min na 2 000 g 
(4°C), nakon čega je supernatant korišćen za dobijanje ekstrakta citosola i 
mitohondrija, a talog za dobijanje jedarnog ekstrakta. 
Dobijeni supernatant je dalje centrifugiran 30 min na 20 000 g (4°C) da bi 
se dobila mitohondrijska frakcija u talogu i supernatant čijim je centrifugiranjem 
na 105 000 g 60 min (4°C) dobijen finalni supernatant koji je predstavljao 
citosolnu frakciju. Mitohondrijska frakcija u talogu je oprana tri puta u po 0.5 ml 
homogenizacionog pufera i centrifugirana na 2 000 g u trajanju od 30 min. Dobijeni 
talog je potom liziran u puferu koji se sastojao od 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 5% 
glicerola, 1mM Na2EDTA, 5 mM DTT-a, prethodno pomenutih proteaznih 
inhibitoria i 0.05 % Tritona X-100, i inkubiran na ledu 90 min uz često 
vorteksovanje. Dobijena frakcija je predstavljala finalni mitohondrijski ekstrakt.  
Talog dobijen u prvom centrifugiranju je opran tri puta u po 0.5 ml 
homogenizacionog pufera centrifugiranjem 10 min na 2 000 g (4 °C) i u finalnom 
talogu su se nalazila prečišćena jedra. Jedra su resuspendovana u jednoj zapremini 
pufera za liziranje jedara (koji čine homogenizacioni pufer kome je dodat KCl u 
finalnoj koncentraciji 0.5 M), inkubirana na ledu najmanje 60 min uz intenzivno 
vorteksovanje, a zatim centrifugirana 10 min na 8 000 g. Dobijeni supernatanti su 
se koristili kao jedarni ekstrakt (Moutsatsou i sar., 2001). 
Western blot analizom je potvrđena ćistoća izolovanih odeljaka. Čistoća 
jedarnih, citoplazmatskih i mitohondrijskih frakcija je potvrđena inkubacijom sa 
primarnim antitelima specifičnim za c-Jun (dominantan u jedru), β-tubulin 
(dominantan u citosolu) i mHsp70 (dominantan u mitohondrijama). 
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Reprezentativni Western blotovi koji pokazuju čistoću ćelijskih odeljaka su 
prikazani na Slici 13. 
 
3.4.2. Određivanje koncentracije proteina 
Koncentarcija proteina u uzorcima je određena Lorijevom metodom (Lowry 
i sar., 1951). Ova metoda je primenjena zato što je očekivana koncentracija 
proteina u uzorku bila u opsegu od 5 µg/ml do 50 µg/ml. Standard za određivanje 
koncentracije proteina je bio BSA, od koga je pripremljen osnovni rastvor 
koncentracije 50 µg/ml. Od ovog rastvora su napravljena razblaženja koncentracija 
5, 10, 20, 30, 40 i 50 µg/ml. Od svakog uzorka i različitih razblaženja standarda su 
potom urađena triplikatna merenja tako što je uzeto po 1 ml uzorka ili standarda 
kome je dodato 2.5 ml reagensa A.  
Reagens A se sastojao od 1 ml 1% CuSO4, 1 ml 2% KNa-tartarata i 98 ml 2% 
Na2CO3, rastvorenih u 0.1 M NaOH. Ovaj rastvor je promešan na Vortex-u i 
inkubiran 15 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim je u tu smešu dodato 160 µl 
Folin-Ciocalteau reagensa (originalnog, nerazblaženog) i rastvor je inkubiran 30 
minuta na sobnoj temperaturi. 
Nakon  ovoga,  uzorcima ili standardima je očitana apsorbanca na OD750nm. 
Od očitanih vrednosti standarda je konstruisana prava formule OD750nm= A x Cp 
(µg/ml) + B, pri čemu Cp označava koncentraciju proteina, i sa nje je određena 
Slika 13 – Čistoće odeljaka nakon izolacije proteina. 
Legenda: C, citosol; J, jedro; M, mitohondrije. 
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koncentracija proteina u uzorku na osnovu pročitane OD750nm za uzorak koji je 
korigovan za razblaženje i izražen kao mg proteina/ml originalnog uzorka. 
3.4.3. Razdvajanje proteina elektroforezom na SDS-poliakrilamidnom 
gelu 
 Nakon određivanja koncentracije proteina, uzorci su pomešani sa 
denaturišućim puferom prema Lemliju (Laemmli, 1970) i kuvani 5 min na 100°C. 
Sastav pufera za denaturaciju je bio sledeći: 62.5 mM Tris HCl (pH 6.8), 10% 
glicerol, 2% SDS, 0.005% Bromfenol Blue i 2% β-merkaptoetanol.  
Nakon kuvanja, uzorci su ohlađeni i skladišteni na -20°C do dalje upotrebe. 
Proteini su razdvajani na 10 ili 12% poliakrilamidnim gelovima. Na gel je nanošeno 
60 μg proteina. Elektroforeza na denaturišućem SDS poliakrilamidnom gelu je 
rađena po modifikovanom Lemlijevom protokulu za gel (Tabela 5), u puferu za 
elektroforezu koji je sadržao 0.25 M Tris, 1.92 M glicin i 0.1% SDS, pH=8.3, pri 
voltaži od 100 V. 
 
Tabela 5 - Sastav gelova za koncentrovanje i razdvajanje. 
 
GEL ZA RAZDVAJANJE  GEL ZA KONCENTROVANJE  
10 ili 12% Akrilamid/bisakrilamid 
(30:1)  
5% Akrilamid/bisakrilamid 
(30:1)  
375 mM Tris pH 8.95  125 mM Tris pH 6.95  
2 mM EDTA  2 mM EDTA  
0.1% SDS  0.1% SDS  
0.06% APS  0.1% APS  
0.06% TEMED  0.1% TEMED  
3.4.4. Analiza proteina Western blot metodom 
Posle razdvajanja elektroforezom, proteini su prebačeni na poliviniliden 
fluorid membranu (Immobilon-P membrane, Millipore) korišćenjem blot sistema 
Transblot (BioRad). Membrane su potom inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi u 
puferu za blokiranje, PBS-u koji je sadržao 5% nemasno mleko ili BSA. PBS sa 5% 
BSA korišćen je za blokiranje membrana kada bi se detektovao fosforilisani GR, a u 
ostalim slučajevima korišćen je PBS sa 5% nemasnim mlekom. Nakon blokiranja, 
MATERIJAL I METODE 
65 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
membrane su inkubirane u primarnom antitelu preko noći na 4°C. Za detekciju 
proteina korišćena su primarna antitela prikazana u Tabeli 6.  
 
Tabela 6 – Razblaženja primarnih antitela koja su se koristila za Western blot. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane 3 puta po 
10 min u puferu PBST (PBS sa 0.1% Tween 20). Nakon poslednjeg ispiranja 
membrane su inkubirane 2 h sa odgovarajućim sekundarnim antitelima, anti-
zečjim ili anti-mišjim HRP-konjugovanim antitelima (Santa Cruz). Posle inkubacije 
sa sekundarnim antitelima, ponovljeno je ispiranje membrane 3 puta po 10 min u 
PBST-u. Signali su detektovani korišćenjem Pico ili Femto hemiluminescentnog 
supstrata (Termo Scientific Pirce) i izlaganjem membrane radiografskom filmu.  
Nakon detekcije signala za željeni protein, membrane su stripovane u cilju 
detektovanja drugog željenog proteina sa iste membrane. Stripovanje membrana je 
vršeno inkubacijom membrana na 50°C 20 ili 30 min, u puferu za stripovanje koji 
je sadržao 62.5 mM Tris HCl (pH 6.8), 2% SDS i 100 mM β-merkaptoetanol. 
PROTEIN RAZBLAŽENJE KOMPANIJA 
tGR (M-20) 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
pGR-232 1:500 Cell Signalling  
pGR-246 1:1000 Abcam 
FKBP4 1:500 Santa Cruz Biotechnology 
FKBP5 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
tJNK 1:1000 Biosciences 
pJNK 1:500 Cell Signalling  
p-38 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
p-p38 1:500 Santa Cruz Biotechnology 
CDK5 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
p35/p25 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
BCL-2 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
BAX 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
BID 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
Kaspaza-8 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
Kaspaza-9 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
Kaspaza-3 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
Isečeni PARP-1 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
mHSP 1:1000 Thermo Fisher Scientific 
β-actin 1:1000 Abcam 
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3.4.5. Kvantifikacija signala 
Za denzitometriju proteinskih traka sa radiografskog filma korišćen je 
ImageJ program. Od svakog Western blot-a odabrana su po 2 reprezentativna filma. 
Jačine traka za svaki protein podeljne su sa intenzitetom trake za β-aktin istog 
uzorka sa istog gela, a potom su nivoi proteina u svim uzorcima izražavani 
relativno u odnosu na kontrolni uzorak. Kao kontrolni uzorak uvek je uziman 
uzorak ženki tretiranih fiziološkim rastvorom. Rađene su 2 serije uzoraka, i svi  
uzorci su nanošeni na gel bar 3 puta, a zatim su računate srednje vrednosti za 
nivoe proteina za svaki uzorak. 
3.5. ANALIZA EKSPRESIJE GENA 
3.5.1. Izolacija RNK 
Ukupna RNK izolovana je Trizol® reagensom (Invitrogen, USA). Smrznuto 
tkivo je homogenizovano u Potter-Elvehjem stakleno-teflonskom homogenizeru u 
odnosu 1 ml Trizol®-a na 100 mg tkiva. Dobijeni homogenati su zatim inkubirani 5 
min na 30 °C da bi nukleoproteinski kompleksi potpuno disosovali. Zatim je u svaki 
homogenat dodavano 0.2 ml hloroforma i ependorfice su snažno mućkane po 15 
sekundi, i opet inkubirane na temperaturi od 30°C, 3 min. Uzorci su zatim 
centrifugirani 15 min na 12 000 g u centrifugi prethodno ohlađenoj na 4 °C. Nakon 
ovog centrifugiranja u ependorficama su se razdvojile tri faze: donja (organska) 
faza, interfaza i gornja (vodena) faza. RNK se nalazila u vodenoj fazi i prebačena je 
u nove ependorfice u koje je dodato 0.5 ml izopropanola. Smeša je inkubirana 10 
min na 30 °C i centrifugirana 10 min na 12 000 g. Nakon centrifugiranja talog je 
resuspendovan u jednoj zapremini 75% etanola i centrifugiran 5 min na 7 500 g na 
4 °C. Dobijeni talog je osušen na vazduhu i rastvoren u 100 μl vode tretirane 0.1% 
dietilpirokarbonatom. 
Koncentracija RNK je određena spektrofotometrijski na aparatu Nano Drop 
(Thermo Scientific) merenjem apsorbance uzorka na 260 nm. Za određivanje 
čistoće uzorka i eventualne kontaminacije proteinima, upotrebljen je odnos 
apsorpcija na 260 nm vs. 280 nm, dok je odnos 260 nm vs. 230 nm služio kako bi 
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se odredila kontaminacija organskim rastvaračima. Da bi se proverio integritet 
dobijene RNK (Slika 14), rađena je elektroforeza ukupne RNK na 1.5% agaroznom 
gelu, u trajanju od 45 min i pri konstantnoj voltaži od 100 V.  
 
 
 
3.5.2. Reverzna transkripcija 
Za sintezu cDNK iz RNK korišćen je High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems). 2 μg ukupne RNK inkubirano je sa 
reverznom transkriptazom (MultiScribe™) (50 U/μl) u prisustvu 2 μl Random 
prajmera, 0.8 μl 100 mM dNTP-a, 1 μl ribonukleaznog inhibitora i RT pufera u 
ukupnoj zapremini od 20 μl. Dobijene cDNK su čuvane na -20 °C do upotrebe.  
3.5.3. qRT-PCR 
Geni su amplifikovani pomoću SYBR green PCR Master Miksa (Applied 
Biosystems) u 7500 Real-time PCR sistemu (Applied Biosystems). Tom prilikom je 
izmeren nivo iRNK nekoliko jedarnih i mitohondrijskih gena čija je ekspresija 
regulisana GR-om.  U te gene spadaju Nr3c1, koji kodira sam GR (Dong i sar., 1988), 
COX-2 (Goppelt-Struebe, 1997), BDNF (Schaaf i sar., 2000) i p11 (Zhang i sar., 
2008) u jedru, i COX-1 i COX-3 (Tsiriyotis i sar., 1997) u mitohondrijama. Kao 
endogena kontrola je služio konstitutivno eksprimirani gen za ribozomalni protein 
L19 (RPL-19). Sekvence prajmera za ove gene su prikazane u Tabeli 7. 
cDNK je amlifikovana pri sledećim uslovima: hold 95 °C/10 min, 40 ciklusa 
denaturacije na 95 °C/15 s, vezivanje prajmera na 60 °C/ 1 min i ekstenzija na 
60°C/1 min. Na kraju svakog eksperimenta je izvršena analiza krivi topljenja kako 
Slika 14 – Intergitet RNK nakon izolacije. 
Legenda: ŽK, kontrolne ženke (ženke tretirane fiziološkim rastvorom); ŽL, ženke 
tretirane LPS-om; MK, kontrolni mužjaci (mužjaci tretirani fiziološkim rastvorom); 
ML, mužjaci tretirani LPS-om. 
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bi se potvrdilo formiranje jedinstvenog proizvoda PCR reakcije. Standardne krive 
su se koristile za svaki par prajmera kako bi se procenila efikasnost amplifikacije, a 
dobijene su iz nagiba krive dobijene iz odnosa pražnog ciklusa i log koncentracije 
(Rutledge i Cote, 2003). Efikasnost reakcije je bila slična za sve prajmere (0.96–
0.99), a proračuni relativne količine transkripata su izvršeni pomoću 𝛥𝛥CT metode 
(Livak i Schmittgen, 2001). Apsolutne vrednosti merenja dobijene za sve uzorke su 
normalizovane na osnovu endogene kontrole uključene u svaki qRT-PCR. Svaki 
eksperiment je izveden u triplikatu i ponovljen dva puta.  
 
Tabela 7 – Sekvence prajmera koji su se koristili za qRT-PCR.  
 
GEN SEKVENCA 
COX-2 F: 5’-AAAGGAGTCTGGAACATTGTGAAC-3’ 
R: 5’-CAAATGTGATCTGGACGTCAACA-3’ 
BDNF F: 5'-GACTGCATGGGACATGTC-3' 
R: 5'-CAGCCTTCCTTCGTGTAACC-3' 
GR F: 5'-CTTGGGGGCTCTGAACT-3' 
R: 5'-GACGAGCTGGATGGAGGA3' 
p11 F: 5‘-TGCTCATGGAAAGGGAGTTC-3' 
R: 5'-CCCCGCCACTAGTGATAGAA-3' 
RPL19 F: 5‘-CTACAATGAGCTGCGTGTGGC-3' 
R: 5‘-CAGGTCCAGACGCAGGATGGC-3 
COX-1 F: 5’-TCACAGTAGGGGGCCTAACA-3’ 
R: 5’-GGCTTTTGCTCATGTGTCATT-3’ 
COX-3 F: 5’-TCTTCTTTGCCGGATTTTTC-3’ 
R: 5’-ATGGTTTCGGTTGCCTTCTA-3‘ 
3.6. STATISTIČKA ANALIZA 
Svi rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost±standardna greška i 
analizirani su upotrebom dvosmerne analize varijanse (eng. two-way analyses of 
varianse, two-way ANOVA) kako bi se odredio uticaj pola, tretmana i interakcije 
pola i tretmana. Post hoc Tukey test je upotrebljen kako bi se odredile razlike 
između eksperimentalnih grupa. Statistička značajnost je prihvaćena na p<0.05.
  
 
 
 
4. REZULTATI 
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4.1. UTICAJ DOZE LPS-A I TRAJANJA TRETMANA NA DEPRESIVNO 
PONAŠANJE 
Iako su kod ženki uočeni znaci ponašanja nalik depresivnom već nakon 
četvorodnevnog tretmana dozom od 500 µg/kg, kod mužjaka je ovo ponašanje 
uočeno tek nakon sedmodnevnog tretmana istom dozom (Slika 15). Zbog toga su u 
daljim eksperimentima primenjeni dužina tretmana i doza LPS-a koji su izazvali 
ponašanje nalik depresivnom kod oba pola, odnosno sedmodnevni tretman LPS-
om u dozi od 500 µg/kg.  
 
 
 
Slika 15 - Efekti različitih doza i dužine tretmana LPS-a na ponašanje životinja. 
Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni su Factorial 
ANOVA i post hoc Tukey testom, a statistički značajne razlike između 
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *p<0.05 - životinje tretirane LPS-om u 
odnosu na kontrolnu grupu i  #p<0.05 - mužjaci u odnosu na ženke.  
Legenda: VEH, kontrolna grupa; 100, životinje tretitane 100 µg/kg LPS-om; 250, 
životinje tretirane 250 µg/kg LPS-om; 500, životinje tretirane 500 µg/kg LPS-om; fr, 
frekvenca. 
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4.2. REZULTATI ANALIZE VAGINALNIH BRISEVA 
Analiza vaginalnih briseva uzetih nakon poslednjeg tretmana i neposredno 
nakon dekapitacije je pokazala da je procenat faza estrusnih ciklusa u kojima su 
bile životinje tretirane fiziološkim rastvorom i LPS-om približno sličan (Tabela 8). 
 
Tabela 8 – Broj i procenat ženki u svakoj od faza estrusnog ciklusa.  
FAZA 
VEH LPS 
Broj % Broj % 
Estrus 3 18,75 4 25,00 
Proestrus 5 31,25 4 25,00 
Diesetrus I 4 25,00 3 18,75 
Diesetrus II 4 25,00 5 31,25 
4.3. ANALIZA FIZIOLOŠKIH PARAMETARA I PONAŠANJA 
Kada su u pitanju fiziološki parametri, uočen je značajan efekat LPS-a na 
telesnu težinu životinja (F=95.06, p<0.05) i njihov unos hrane (F=19.52, p<0.05). 
Tačnije, ova dva parametra su bila značajno snižena kod životinja oba pola 
tretiranih LPS-om u poređenju sa njihovim kontrolama tretiranim fiziološkim 
rastvorom (Tabela 10).  
U testu prinudnog plivanja, uočen je glavni efekat LPS-a na vreme tokom 
koga su životinje bile nepomične (F=60.75, p<0.05) i na vreme tokom koga su 
plivale (F=47.17, p<0.05). Dalja post hoc analiza je pokazala da su ženke i mužjaci 
tretirani LPS-om više vremena proveli nepomični i da su kraće plivali u poređenju 
sa ženkama, odnosno mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom (Tabela 10). Sa 
druge strane, tretman nije uticao na vreme tokom kog su se životinje penjale uz 
zidove cilindra ni kod mužjaka ni kod ženki (Tabela 10).  
Kada je u pitanju test sklonosti ka saharozi, promene u unosu vode 
izmerene tokom faze navikavanja su pokazale da hroničan tretman LPS-om nije 
smanjio unos vode kod životinja tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolama u 
ovoj fazi (Tabela 9). Što se tiče testa, uočen je glavni efekat LPS-a na sklonost ka 
saharozi (F=38.39, p<0.05), kao i na unos vode (F=54.61, p<0.05). Sklonost ka 
saharozi je bila smanjena, a unos vode povišen kod životinja oba pola tretiranih 
LPS-om u poređenju sa njihovim kontrolama (Tabela 10).  
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Tabela 9 - Zapremine vode unete tokom faze navikavanja. 
 
U testu otvorenog polja, uočen je glavni efekat LPS-a na ukupan broj 
prelazaka u susedne kvadrate (F=30.48, p<0.05) i na ukupnu vertikalnu aktivnost 
(F=26.57, p<0.05), i ova dva parametra su bila značajno smanjena kod životinja 
oba pola tretiranih LPS-om u poređenju sa njihovim kontrolama (Tabela 10). Dalje, 
kako ukupna vertikalna aktivnost može da se podeli na dve komponente, 
propinjanje uz zidove arene i propinjanje u vazduhu, praćena su oba tipa pokreta 
ponaosob. ANOVA je pokazala značajan glavni efekat LPS-a na propinjanje uz 
zidove arene (F=26.21, p<0.05) i uticaj interakcije pola i LPS-a na propinjanja u 
vazduhu (F=3.87, p<0.05). Post hoc test je dalje pokazao statistički značajno 
smanjenje u broju propinjanja uz zidove arene kod životinja oba pola tretiranih 
LPS-om, i u broju propinjanja u vazduhu samo kod mužjaka tretiranih LPS-om u 
poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom (Tabela 10). Sa druge 
strane, ANOVA nije pokazala efekte ni pojedinačnih faktora ni njihove interakcije 
na broj ulazaka u centralne kvadrate i vreme provedeno u njima. kao ni na čišćenje 
i defekaciju životinja (Tabela 10).  
U testu uzdignutog plus lavirinta je uočen značajan glavni efekat LPS-a na 
ukupnu lokomotornu aktivnost merenu brojem ukupnih ulazaka u otvorene i 
zatvorene krake (F=31.81, p<0.05). Ukupna lokomotorna aktivnost je bila 
smanjena kod ženki i mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa njihovim 
kontrolama (Tabela 10). Sa druge strane, ANOVA nije pokazala uticaj ni 
pojedinačnih faktora ni njihove interakcije na broj ulazaka u otvorene krake i 
vreme provedeno u njima (Tabela 10).  
Što se tiče nivoa kortikosterona, ANOVA je pokazala glavni efekat LPS-a na 
nivoe ovog hormona (F=54.58, p<0.05), koji su bili značajno povišeni kod ženki i 
mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu na njihove kontrole (Tabela 10).  
 UNOS VODE (ml) 
 DAN 1 DAN 2 DAN 3 DAN 4 DAN 5 DAN 6 
VEH ♀ 12.9±2.4 10.6±1.4 10.1±3.1 14.3±6.0 6.3±1.7 14.9±6.5 
LPS ♀ 13.8±2.6 17.5±1.4 18.6±5.4 14.9±4.1 16.8±5.4 20.74.0 
VEH ♂ 13.6±2.5 14.9±4.1 11.4±2.0 10.2±1.8 8.4±1.1 12.0±1.9 
LPS ♂ 14.9±1.0 17.1±5.8 19.8±3.8 17.8±2.9 19.8±5.4 23.5±2.7 
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Tabela 10 – Fiziološki parametri, testovi ponašanja i nivo kortikosterona. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost±SEM, i 
analizirane two-way ANOVA testom, praćenim post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između eksperimentalnih grupa su 
predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu, i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
 
    ŽENKE MUŽJACI 
    VEH LPS VEH LPS 
FIZIOLOŠKI 
PARAMETRI 
BW Dobitak/gubitak kilaže (%) +5.87±1.54 -6.49±1.32* +9.82±0.73 -4.34±1.73* 
FCT Unos hrane (g) 21.03±1.68 15.33±1.45* 25.38±1.21 18.25±1.50* 
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 FST Nepomičnost (f/5min) 23.21±4.46 58.05±0.64* 35.21±3.03 51.39±2.58* 
Plivanje (f/5min) 34.04±5.01 1.33±0.51* 21.28±3.37 6.22±1.96* 
Penjanje (f/5min) 2.69±0.81 0.62±0.22 3.42±0.89 2.39±0.84 
SPT Sklonost ka saharozi (%) 81.76±6.09 49.31±4.17* 83.94±1.71 38.10±11.45* 
Unos vode (ml) 8.94±2.42 17.67±3.03* 9.42±1.78 22.50±5.86* 
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OFT Broj prelaza 56.07±4.45 33.74±5.03* 60.74±5.54 30.30±3.72* 
Vertikalna aktivnost 18.35±4.45 9.06±5.03* 24.76±5.54 10.91±1.26* 
Propinjanje uz zidove 15.67±1.9 7.71±1.49* 15.58±1.38 8.58±0.99* 
Propinjanje u vazduhu 2.68±0.59 1.35±0.74 9.18±2.49 2.33±0.84* 
Ulaz u centralne kvadrate (%) 3.69±0.60 4.73±0.94 4.46±0.79 2.97±0.94 
Vreme u centralnim kv. (%) 2.38±0.68 2.00±0.42 2.17±0.42 0.83±0.27 
Defekacija 
 
0.60±0.43 1.17±0.42 1.26±0.41 1.09±0.41 
Čišćenje 2.55±0.63 2.76±0.35 3.21±0.54 2.91±0.50 
EPMT Ukupan broj ulazaka 11.40±1.05 5.79±0.67* 7.45±0.91 4.00±0.56* 
Ulasci u otvorene krake (%) 34.06±2.42 37.60±4.49 33.44±5.01 33.49±8.17 
Vreme u otvorenim kracima (%) 16.58±2.05 17.22 ±2.49 11.93±3.06 10.25±4.16 
Nivo serumskog kortikosterona (µg/ml) 189.00±16.37 395.50±40.81* 158.13±15.50 322.50 ±19.11* 
Legenda: BW, telesna težina; FCT, test uzimanja hrane; FST, test prinudnog plivanja; SPT, test sklonosti ka saharozi; OFT, test otvorenog polja; EPMT, test 
uzdignutog plus lavirinta; f, frekvencija. 
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4.4. ANALIZA FOSFORILACIJE GR-A I UNUTARĆELIJSKE TRANSLOKACIJE 
PROTEINA UKLJUČENIH U GLUKOKORTIKOIDNU SIGNALIZACIJU 
NAKON TRETMANA LPS-OM 
4.4.1. Analiza nivoa GR-a i njegovih košaperona 
U PFC-u je uočen značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivo GR-a u 
citosolu (F=6.03, p<0.05) i jedru (F=24.94, p<0.05). Nivo ovog proteina je bio 
značajno niži u citosolu i značajno viši u jedru mužjaka tretiranih LPS-om u 
poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom (Slika 16a). Takođe je 
uočen i značajno viši nivo ovog proteina u citosolu mužjaka tretiranih fiziološkim 
rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama, kao i u jedru mužjaka tretiranih 
LPS-om u poređenju sa ženkama tretiranim LPS-om. Sa druge strane, u 
hipokampusu je uočen efekat interakcije pola i LPS-a na nivo GR-a samo u jedru 
(F=5.63, p<0.05). U ovom ćelijskim odeljku, uočen je povišen nivo GR-a kod ženki 
tretiranh LPS-om u odnosu na ženke tretirane fiziološkim rastvorom, dok je kod 
mužjaka uočen suprotan efekat (Slika 16b). Takođe je zabeležen i značajno viši 
nivo ovog proteina kod kontrolnih mužjaka u odnosu na kontrolne ženke.  
 
 
Slika 16 - Nivoi glukokortikoidnog receptora u citosolu i jedru ženki i mužjaka 
Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu (a) i 
hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni 
su two-way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između 
eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na graficima i 
predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu 
grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
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Kada su u pitanju košaperoni GR-a, u PFC-u je uočen značajan efekat 
interakcije pola i LPS-a na nivoe FKBP4 u citosolu (F=8.87, p<0.05) i jedru (F=8.23, 
p<0.05). Nivoi ovog proteina su bili značajno smanjeni u citosolu i značajno 
povišeni u jedru mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim 
fiziološkim rastvorom. Takođe je uočen i značajno viši nivo ovog proteina u 
citosolu mužjaka tretiranih fiziološki rastvorom u poređenju sa kontrolnim 
ženkama (Slika 17a). Kada je u pitanju nivo FKBP5 u ovom tkivu, uočen je efekat 
interakcije pola i LPS-a u citosolu (F=5.59, p<0.05) i glavni efekat LPS-a u jedru 
(F=27.48, p<0.05). Tukey test je dalje pokazao da je nivo ovog proteina u citosolu 
značajno  snižen  samo  kod  mužjaka  tretirenih LPS-om u poređenju sa mužjacima  
 
 
 
Slika 17 - Nivoi košaperona FKBP4 i FKBP5 u citosolu i jedru ženki i mužjaka 
Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu (a) i 
hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni 
su two-way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između 
eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na graficima i 
predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu 
grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
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tretiranim fiziološkim rastvorom. Sa druge strane, u jedru je uočen povišen nivo 
ovog  proteina  kod  životinja  oba  pola  tretiranih LPS-om u poređenju sa njihovim 
odgovarajućim kontrolama. U ovom odeljku je uočen i značajno niži nivo ovog 
proteina kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne 
ženke (Slika 17a).  
U hipokampusu je uočen efekat interakcije pola i LPS-a na nivo FKBP4 samo 
u jedru (F=21.73, p<0.05), gde je uočen značajan porast ovog proteina kod ženki 
tretiranih LPS-om u odnosu na ženke tretirane fiziološkim rastvorom, i pad kod 
mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu na mužjake tretirane fiziološkim rastvorom. 
Takođe je uočen i značajno niži nivo ovog proteina kod mužjaka tretiranih LPS-om 
u poređenju sa ženkama tretiranim LPS-om (Slika 17b). Što se tiče FKBP5, ANOVA 
je takođe pokazala efekat interakcije pola i LPS-a u jedru (F=11.20, p<0.05), dok je 
post hoc test pokazao značajan pad ovog proteina kod mužjaka tretiranih LPS-om 
u poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom. Takođe je uočen 
značajno viši nivo FKBP5 u jedru mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u 
poređenju sa kontrolnim ženkama (Slika 17b). 
4.4.2. Analiza nivoa kinaza uključenih u fosforilaciju GR-a 
Analiza ukupne i fosforilisane p38 kinaze - Uočen je značajan efekat 
interakcije pola i LPS-a na nivo p38 kinaze u citosolu (F=19.73, p<0.05) i jedru 
(F=7.19, p<0.05) PFC-a. U ovom tkivu je uočeno značajno smanjenje nivoa ove 
kinaze u citosolu i njeno povećanje u jedru mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju 
sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom. Takođe je uočeno i značajno 
povećanje nivoa ove kinaze u citosolu mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u 
poređenju sa kontrolnim ženkama, kao i u jedru mužjaka tretiranih LPS-om u 
poređenju sa ženkama koje su prošle isti tretman (Tabela 11). Kada je u pitanju 
fosforilisani oblik ove kinaze, p-p38, takođe je uočen značajan efekat interakcije 
pola i LPS-a na nivo ovog proteina u citosolu (F=11.97, p<0.05), dok je u jedru 
uočen samo glavni efekat LPS-a (F=45.62, p<0.05). Post hoc test je dalje pokazao 
značajno smanjenje nivoa ovog proteina u citosolu mužjaka tretiranih LPS-om u 
poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom, i značajno povećanje 
nivoa ovog proteina u jedru životinja oba pola tretiranih LPS-om u poređenju sa 
REZULTATI 
77 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
njihovim kontrolama tretiranim fiziološkim rastvorom. Takođe je uočen i značajno 
niži nivo fosforilisane forme ove kinaze u jedru mužjaka tretiranih fiziološkim 
rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama (Tabela 11).  
U hipokampusu je uočen značajan glavni efekat LPS-a na nivoe fosforilisane 
forme p38 kinaze u citosolu (F=32.87, p<0.05) i značajan efekat interakcije pola i 
LPS-a u jedru (F=7.47, p<0.05). Tačnije, nivoi p-p38 su bili značajno povišeni u 
citosolu oba pola i jedru ženki u odnosu na njihove kontrole tretirane fiziološkim 
rastvorom (Tabela 11). Sa druge strane, nije uočen uticaj ni glavnih faktora ni 
njihovih interakcija na nivoe ukupne p38 (Tabela 11). 
 
Analiza nivoa CDK5 i njegovih aktivatora - U PFC-u je uočen značajan 
efekat interakcije pola i LPS-a na citosolne nivoe CDK5 (F=38.79, p<0.05), p35 
(F=24.11, p<0.05) i p25 (F=8.53, p<0.05), koji su u ovom ćelijskim odeljku bili 
značajno niži kod mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu na mužjake tretirane 
fiziološkim rastvorom. Takođe je uočen i značajno viši nivo CDK5 i p35 kod 
mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne ženke, kao i 
značajno niži nivoi CDK5 i p25 kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa 
ženkama koje su prošle isti tretman (Tabela 11). Kada je u pitanju jedro, takođe je 
uočen značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe ova tri proteina (F=33.52 za 
CDK5; F=16.31 za p35; i F=15.34 za p25; p<0.05), koji su bili značajno povišeni kod 
mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim 
rastvorom. Takođe je uočen i značajno niži nivo CDK5 u jedru mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama, kao i značajno viši 
nivoi p35 i p25 kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa ženkama koje su 
prošle isti tretman (Tabela 11). 
Što se tiče hipokampusa, uočen je značajan efekat pola na nivoe ova tri 
proteina u citosolu (F=11.52 za CDK5; F=46.11 za p35; i F=9.86 za p25; p<0.05), 
koji su bili značajno sniženi kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u 
odnosu na ženke (Tabela 11). Sa druge strane, u jedru je uočena interakcija pola i 
LPS-a na nivoe CDK5 (F=13.61, p<0.05), koji su bili značano sniženi samo kod 
mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim 
rastvorom i sa ženkama tretiranim LPS-om. Na aktivatore ove kinaze, p35 i p25, 
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nisu uočeni efekti ni pojedinačnih faktora ni njihove interakcije u ovom ćelijskom 
odeljku (Tabela 11).  
 
Analiza ukupnih i fosforilisanih izoformi JNK – U PFC-u je uočen značajan 
efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe ukupne JNK,  JNK2/3 (F=11.39, p<0.05) i 
JNK1 (F=34.58, p<0.05) u citosolu. U ovom odeljku je došlo do povišenja nivoa 
JNK2/3 kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na ženke tretirane fiziološkim 
rastvorom. Sa druge strane, kod mužjaka tretiranih LPS-om nivoi sve tri izoforme 
su bili sniženi u odnosu na njihove kontrole tretirane fiziološkim rastvorom. 
Takođe su uočen i značajno viši nivoi sve tri izoforme kod mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama (Tabela 11). U jedru je 
takođe uočen značajan efekat interakcije između pola i LPS-a na nivoe sve tri 
izoforme (F=8.98 za JNK2/3 i F=34.55 za JNK1; p<0.05), koje su bile povišene samo 
kod mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu na njihove kontrole tretirane fiziološkim 
rastvorom i u odnosu na ženke tretirane LPS-om (Tabela 10). Kada su u pitanju 
fosforilisane forme ovih kinaza (p-JNK), uočen je efekat interakcije pola i LPS-a na 
njihove nivoe kako u citosolu (F=46.24 za p-JNK2/3 i F=14.65 za p-JNK1; p<0.05), 
tako i u jedru (F=11.43 za p-JNK2/3 i F=11.52 za p-JNK1; p<0.05). Nivoi sve tri 
izoforme su bili značajno sniženi u citosolu i povišeni u jedru mužjaka tretiranih 
LPS-om u odnosu na mužjake tretirane fiziološkim rastvorom. Takođe su uočeni i 
značajno viši nivoi ovih izoformi u citosolu mužjaka tretiranih fiziološkim 
rastvorom u odnosu na kontrolne ženke, i u jedru mužjaka tretiranih LPS-om u 
poređenju sa ženkama koje su prošle isti tretman (Tabela 11). 
Što se tiče hipokampusa, u citosolu nisu uočeni efekti ni pojedinačnih 
faktora ni njihovih interakcija na nivoe ukupnih i fosforilisanih formi ovih kinaza 
(Tabela 11). Sa druge strane, u jedru je uočen efekat interakcije pola i LPS-a na 
nivoe kako ukupnih JNK kinaza (F=27.27 za JNK2/3 i F=34.57 za JNK1; p<0.05), 
tako i njihovih fosforilisanih formi (F=22.21 za p-JNK2/3 i F=39.04 za p-JNK1; 
p<0.05). U ovom ćelijskim odeljku su uočeni smanjeni nivoi ukupnih formi ovih 
kinaza kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim 
fiziološkim rastvorom, kao i povišeni nivoi kod mužjaka tretiranih fiziološkim 
rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama. Sa druge strane, nivoi 
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fosforilisanih formi su bili povišeni kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na ženke 
tretirane fiziološkim rastvorom i sniženi kod mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu 
na mužjake tretirane fiziološkim rastovorom. Takođe su uočeni i značajno viši 
nivoi fosforilisanih formi ove kinaze kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom 
u poređenju sa kontrolnim ženkama (Tabela 11).  
 
 
Slika 18 - Reprezentativni Western blotovi koji prikazuju nivoe ukupne i 
fosforilisane p-38 kinaze, CDK5 i njenih aktivatora p35 i p25, kao i ukupnih i 
fosforilisanih JNK2/3 i JNK1 kinaza u citosolu i jedru mužjaka i ženki Wistar pacova 
tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu i hipokampusu.  
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Tabela 11 - Nivoi fosforilisane i ukupne p38 kinaze, CDK5 i njenih aktivatora p35 i p25, i fosforilisanih i ukupnih JNK2/3 i JNK1 kinaza u citosolu i jedru ženki 
i mužjaka Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu i hipokampusu. Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni 
su Two way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na graficima i 
predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
PREFRONTALNI KORTEKS 
PROTEIN 
CITOSOL  JEDRO 
ŽENKE  MUŽJACI  ŽENKE  MUŽJACI 
 VEH LPS  VEH LPS  VEH LPS  VEH LPS 
p38 100 97.75±5.67  123.42±7.67 77.14±4.54*  100 98.35±9.59  107.04±8.83 144.01±10.93* 
p-p38 100 88.22±6.50  97.62±10.84 66.87±11.32*  100 125.64±8.83*  67.92±2.39 111.67±4.54* 
CDK5 100 106.05±6.39  131.60±6.25 82.20±3.91*  100 79.89±5.80  51.70±7.48 97.58±7.92* 
p35 100 99.66±7.99  149.82±13.54 72.22±5.73*  100 104.40±10.01  78.21±7.08 141.97±7.35* 
p25 100 98.69±5.17  105.25±6.14 77.21±4.59*  100 76.72±19.90  51.64±17.30 168.97±12.89* 
JNK2/3 100 137.93±15.15*  201.14±13.38 134.04±13.88*  100 108.76±6.10  94.45±3.29 146.49±12.07* 
JNK1 100 104.11±7.71  177.36±11.20 97.46±8.66*  100 82.23±7.33  78.88±16.90 180.44±10.91* 
p-JNK2/3 100 115.73±4.97  169.05±15.88 103.76±11.42*  100 110.01±6.50  76.48±7.54 121.03±9.90* 
p-JNK1 100 112.75±5.51  156.44±10.52 96.92±7.45*  100 97.87±7.58  79.00±10.76 121.13±8.44* 
HIPOKAMPUS 
PROTEIN 
CITOSOL  JEDRO 
ŽENKE  MUŽJACI  ŽENKE  MUŽJACI 
 VEH LPS  VEH LPS  VEH LPS VEH LPS 
p38 100 99.65±2.75  99.26±6.04 104.38±5.97  100  104.33±4.27 120.88±4.52 117.48±6.68 
p-p38 100 145.39±8.93*  105.85±15.07 165.35±9.57*  100 126.30±3.78*  118.05±4.97 118.53±7.16 
CDK5 100 85.36±8.69  76.04±4.79 70.13±5.49  100 108.54±6.75  119.46±5.88 78.03±11.49* 
p35 100 101.27±5.47  78.70±4.82 64.12±5.39  100 117.79±6.69  115.81±7.44 117.38±8.42 
p25 100 82.63±7.34  66.43±10.75 67.56±8.10  100 113.85±8.17  127.89±12.81 130.03±5.33 
JNK2/3 100 86.51±4.42  84.72±4.47 87.39±7.46  100 115.38±8.75  149.86±7.64 97.91±8.14* 
JNK1 100 96.44±8.20  99.31±11.68 84.70±10.24  100 107.66±9.93  161.15±6.17 86.59±9.38* 
p-JNK2/3 100 93.94±4.63  88.55±3.89 97.65±8.87  100 130.26±6.61*  166.26±8.46 131.97±10.69* 
p-JNK1 100 120.68±6.57   105.32±7.22 133.68±7.82   100 146.71±5.62*   144.37±9.05 114.13±7.95* 
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4.4.3.  Analiza fosforilacije GR-a 
U PFC-u je uočen efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe obe fosfoforme 
samo u jedru (F=15.78 za pGR-232 i F=40.00 za pGR-246; p<0.05). U ovom odeljku, 
uočeno je značajno povećanje nivoa obe fosfoforme kod mužjaka tretiranih LPS-om 
u poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom. Uočen je i značajno 
viši nivo pGR-246 kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u poređenju sa 
kontrolnim ženkama (Slika 19a). Takođe, uočen je značajan efekat interakcije pola 
i LPS-a na odnos pGR-232/pGR-246 u jedru (F=13.14, p<0.05). Ovaj odnos je 
 
Slika 19 - Nivoi pGR-232 i pGR-246, kao i odnos pGR-232/pGR-246 u citosolu i 
jedru ženki i mužjaka Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u 
prefrontalnom korteksu (a) i hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju 
vrednost merenja±SEM i obrađeni su two-way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. 
Statistički značajne razlike između eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc 
testu su naznačene na graficima i predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane 
LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
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značajno  smanjen  kod  mužjaka   tretiranih   LPS-om  u   poređenju  sa   mužjacima 
tretiranim fiziološkim rastvorom, i značajno povišen kod mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne ženke (Slika 19a).  
Kada je u pitanju hipokampus, uočen je efekat interakcije pola i LPS-a samo 
na nivoe pGR-246 u jedru (F=18.38, p<0.05), gde je došlo do povećanja nivoa ovog 
proteina kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne jedinke, kao i do 
njegovog smanjenja kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima 
tretiranim fiziološkim rastvorom. Takođe je uočeno da je nivo ovog proteina 
značajno viši kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u poređenju sa 
kontrolnim ženkama (Slika 19b). Što se tiče odnosa ove dve fosfoforme, u citosolu 
je uočen značajan efekat pola (F=19.26, p<0.05), a u jedru interakcija pola i LPS-a 
(F=31.51, p<0.05). Dalja post hoc analiza je pokazala da je odnos pGR-232/pGR-
246 bio značajno snižen u citosolu mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u 
poređenju sa kontrolnim ženkama. Dalje, u jedru je uočen značajan pad ovog 
odnosa kod ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim ženkama, kao i 
porast kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim 
fiziološkim rastvorom i ženkama tretiranim LPS-om (Slika 19b).  
4.5. ANALIZA EKSPRESIJE JEDARNIH GENA REGULISANIH GR-OM 
U PFC-u, najznačajniji i polno-specifični efekti tretmana su uočeni na nivoe 
iRNK COX-2 i BDNF gena. Naime, uočen je efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe 
iRNK ova dva gena (F=38.07 za COX-2 i F=25.03 za BDNF; p<0.05). Dalje, post hoc 
analiza je pokazala da su nivoi iRNK ova dva gena bili značajno sniženi kod 
mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim 
rastvorom i sa ženkama tretiranim LPS-om (Slika 20a). Sa druge strane, nisu 
uočeni efekti ni pojedinačnih faktora ni njihove interakcije na nivoe p11 i GR iRNK. 
I u hipokampusu je uočen efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe COX-2 
(F=4.94, p<0.05) i BDNF iRNK (F =12.13, p<0.05), koji su bili značajno sniženi kod 
ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim životinjama. Pored toga, uočen 
je i značajno viši nivo COX-2 iRNK kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa 
ženkama podvrgnutim istom tretmanu, kao i značajno niži nivo BDNF iRNK kod 
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Slika 20 - Ekspresija GR-regulisanih gena ženki i mužjaka Wistar pacova 
tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu (a) i hipokampusu (b). 
Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni su two-way 
ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između 
eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na graficima i 
predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu 
grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
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kontrolnih mužjaka u odnosu na kontrolne ženke (Slika 20b). Sa druge strane, 
uočen je značajan efekat LPS-a na nivoe p11 i GR iRNK (F=1.97 za p11 i F =31.12 za 
GR; p<0.05), koji su bili značajno sniženi i kod mužjaka i kod ženki tretiranih LPS-
om u odnosu na njihove kontrole tretirane fiziološkim rastvorom (Slika 20b).  
 
4.6. ANALIZA FOSFORILACIJE GR-A U MITOHONDRIJAMA I 
MITOHONDRIJSKE TRANSLOKACIJE PROTEINA UKLJUČENIH U 
PROCES APOPTOZE 
4.6.1. Analiza uticaja LPS-a na nivo isečenog PARP-1 proteina 
U PFC-u je uočen značajan efekat pola (F=139.99, p<0.05) i LPS-a (F=41.90, 
p<0.05) na nivoe isečenog PARP-1 proteina u citosolu. Značajno viši nivoi isečene 
forme ovog proteina su uočeni kod jedinki oba pola tretiranih LPS-om u poređenju 
sa njihovim kontrolama tretiranim fiziološkim rastvorom. Takođe je uočen 
generalno niži nivo isečene forme ovog proteina kod mužjaka nego kod ženki; 
Slika 21 - Nivoi isečenog PARP-1 proteina u citosolu ženki i mužjaka Wistar 
pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu (a) i 
hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni 
su two-way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između 
eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na graficima i 
predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu 
grupu i  #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
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tačnije, uočeno je da je taj nivo niži kod muzjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u 
poređenju sa kontrolnim ženkama, kao i kod mužjaka tretiranih LPS-om u 
poređenju sa ženkama koje su primile isti tretman (Slika 21a). Sa druge strane, u 
hipokampusu je uočen efekat interakcije pola i LPS-a (F=34.94, p<0.05). Nivo 
isečenog  PARP-1 proteina  je  bio  značajno  snižen kod mužjaka tretiranih LPS-om 
u poređenju sa mužjacma tretiranim fiziološkim rastvorom, i značajno povišen kod 
mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama 
(Slika 21b). 
4.6.2. Analiza uticaja LPS-a na unutarćelijsku distribuciju kaspaza 
Analiza nivoa prekursorske i isečene forme kaspaze-8 - Uočen je 
značajan glavni efekat LPS-a na nivoe prokaspaze-8 u mitohondrijama PFC-a 
(F=5.83, p<0.05). U ovom ćelijskom odeljku, uočeno je značajno smanjenje nivoa 
prekursorske forme ove kaspaze samo kod ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa 
kontrolnim jedinkama. Sa druge strane, nisu uočeni efekti ni pojedinačnih faktora, 
ni njihove interakcije na nivoe isečene kaspaze-8 u ovom ćelijskom odeljku (Tabela 
12). U citosolu je uočen značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe obe forme 
kaspaze-8 (F=9.88 za prokaspazu-8 i F=35.44 za isečenu kaspazu-8; p<0.05). Nivo 
prokaspaze-8 je bio značajno viši kod ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa 
kontrolnim ženkama, dok je nivo njene isečene forme bio viši kod ženki tretiranih 
LPS-om u odnosu na kontrolne ženke i na mužjake tretirane LPS-om (Tabela 12). 
U hipokampusu je uočen značajan efekat LPS-a na nivoe mitohondrijske 
prokaspaze-8 (F=17.97, p<0.05), koji su bili značajno povišeni kod jedinki oba pola 
tretiranih LPS-om u poređenju sa njihovim kontrolama tretiranim fiziološkim 
rastvorom. Sa druge strane, nije uočen efekat ni pojedinačnih faktora ni njihovih 
interakcija na nivoe isečene forme ove kaspaze u ovom ćelijskom odeljku (Tabela 
12). U citosolu je uočen začajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe 
prekursorske forme kaspaze-8 (F=10.92, p<0.05), koja je bila značajno povišena 
kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na ženke tretirane fiziološkim rastvorom. Sa 
druge strane, nisu uočeni efekti ni pojedinačnih faktora, ni njihove interakcije na 
nivoe isečene kaspaze-8 u citosolu (Tabela 12). 
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Analiza nivoa prekursorske i isečene forme kaspaze-9 - U PFC-u su 
uočeni značajni efekti LPS-a i pola na nivoe prekursorske forme kaspaze-9 u 
mitohondrijama (F=7.27 za uticaj LPS-a i F=5.87 za uticaj pola; p<0.05), koji su bili 
značajno sniženi kod ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim ženkama 
(Tabela 12). Sa druge strane, uočen je značajan efekat interakcije pola i LPS-a na 
nivoe isečene forme kaspaze-9 u ovom odeljku (F=7.14, p<0.05). Nivo isečene 
forme kaspaze-9 u mitohondrijama je bio značajno niži kod ženki tretiranih LPS-
om u poređenju sa kontrolnim ženkama, a uočen je i značajno niži nivo ove forme 
kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama 
(Tabela 12). U citosolu je uočen značajan efekat pola i LPS-a na nivoe prokaspaze-9 
(F=10.99 za efekat pola i F=9.28 za efekat LPS-a; p<0.05). Nivo ove prokaspaze je 
bio značajno viši u citosolu ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim 
ženkama, kao i u citosolu mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u poređenju sa 
kontrolnim ženkama (Tabela 12). Što se tiče isečene forme kaspaze-9 u citosolu, 
uočen je značajan efekat LPS-a na nivoe ovog proteina (F=21.57, p<0.05), koji su 
bili značajno povišeni kod jedinki oba pola tretiranih LPS-om u poređenju sa 
njihovim kontrolama tretiranim fiziološkim rastvorom (Tabela 12). 
Sa druge strane, nisu uočeni efekti ni pojedinačnih faktora, ni njihovih 
interakcija na nivoe prokaspaze i isečene kaspaze-9 ni u jednom od analiziranih 
ćelijskih odeljaka (Tabela 12). 
 
Analiza nivoa prekursorske i isečene forme kaspaze-3 – U PFC-u su 
uočeni efekti interakcije pola i LPS-a na nivoe obe forme kaspaze-3 u 
mitohondrijama (F=20.79 za prokaspazu-3 i F=11.67 za isečenu kaspazu-3; 
p<0.05). Nivoi ove dve forme kaspaze-3 su bili značajno niži u mitohondrijama 
ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim ženkama, kao i u 
mitohondrijama mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne 
ženke (Tabela 12). Kada je u pitanju citosol, takođe je uočen značajan efekat 
interakcije pola i LPS-a na nivoe prokaspaze-3 (F=40.50, p<0.05), koji su bili 
značajno viši kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne ženke, kao i u 
odnosu na mužjake tretirane LPS-om. Sa druge strane, uočen je značajan efekat 
LPS-a  na   nivoe   isečene forme kaspaze-3  u  ovom   ćelijskom   odeljku   (F=50.71,  
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Tabela 12 - Nivoi prekursorskih i isečenih formi kaspaza-8,-9 i-3 u mitohondrijama i citosolu ženki i mužjaka Wistar pacova tretiranih LPS-
om i kontrola u prefrontalnom korteksu  i hipokampusu. Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni su two-way ANOVA-om i 
post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na graficima i predstavljene 
kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
 
PREFRONTALNI KORTEKS 
PROTEIN 
MITOHONDRIJE  CITOSOL 
ŽENKE  MUŽJACI  ŽENKE  MUŽJACI 
 VEH LPS  VEH LPS  VEH LPS  VEH LPS 
PROKASPAZA 8 100 75.58±7.18*  100.09±3.85 97.60±4.72  100 153.58±2.47*  139.83±11.49 147.65±13.08 
ISEČENA KASPAZA-8 100 104.64±5.84  97.65±8.60 101.48±4.37  100 140.22±7.34*  99.46±2.39 91.86±2.21 
PROKASPAZA-9 100 74.88±6.87*  76.66±8.11 66.86±9.50  100 152.26±10.61*  149.27±12.51 170.73±14.34 
ISEČENA KASPAZA-9 100 55.28±8.74*  69.65±4.12 62.76±12.22  100 146.06±6.11*  105.16±13.63 164.10±26.57* 
PROKASPAZA-3 100 66.10±6.08*  46.92±2.73 52.38±5.48  100 133.59±10.86*  121.50±2.49 64.21±7.02 
ISEČENA KASPAZA-3 100 59.85±8.88*  40.80±2.32 55.20±13.07  100 236.59±26.07*  126.50±15.76 259.79±23.89* 
HIPOKAMPUS 
PROTEIN 
MITOHONDRIJE  CITOSOL 
ŽENKE  MUŽJACI  ŽENKE  MUŽJACI 
 VEH LPS  VEH LPS  VEH LPS  VEH LPS 
PROKASPAZA-8 100 130.39±7.75*  110.70±7.75 158.07±28.75*  100 153.26±9.24*  125.13±8.96 129.44±9.07 
ISEČENA KASPAZA-8 100 84.66±10.38  79.11±9.12 71.70±13.03  100 106.31±9.57  76.04±8.59 83.59±10.16 
PROKASPAZA-9 100 98.37±4.66  93.14±9.54 95.39±12.62  100 104.73±7.99  90.74±6.57 82.44±12.35 
ISEČENA KASPAZA-9 100 81.86±8.86  75.92±8.43 93.92±13.78  100 111.88±7.84  93.81±17.56 77.98±11.52 
PROKASPAZA-3 100 70.35±7.23  68.59±8.58 70.71±29.42  100 110.77±8.77  92.46±9.12 87.48±12.80 
ISEČENA KASPAZA-3 100 98.26±6.02  100.88±5.13 99.58±7.89  100 85.23±6.85  111.89±13.43 66.13±10.31* 
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p<0.05), koji su bili značajno povišeni kod jedinki oba pola tretiranih LPS-om u 
poređenju sa njihovim kontrolnim jedinkama tretiranim fiziološkim rastvorom 
(Tabela 12). 
Kada je u pitanju hipokampus, uočen je samo efekat LPS-a na nivoe isečene 
forme ove kaspaze u citosolu (F=11.45, p<0.05), koja je bila značajno snižena kod 
mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim 
rastvorom (Tabela 12). Sa druge strane, nisu uočeni efekti ni pojedinačnih faktora, 
ni njihovih interakcija na nivoe prokaspaze i isečene kaspaze-3 u mitohondrijama, 
kao ni na nivoe prokaspaze-3 u citosolu (Tabela 12). 
 
 
4.6.3. Analiza unutarćelijske distribucije proteina BCL-2 proteinske 
porodice 
Analiza nivoa BCL-2 proteina - U PFC-u je uočen značajan efekat 
interakcije pola i LPS-a na mitohondrijske nivoe BCL-2 (F=5.82, p<0.05). U ovom 
ćelijskom odeljku uočen je značajno viši nivo BCL-2 kod mužjaka tretiranih LPS-om 
u poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom (Slika 23a). Sa druge 
strane, u citosolu je uočen značajan efekat LPS-a na nivoe ovog proteina (F=24.82, 
p<0.05), koji su bili značajno niži kod jedinki oba pola tretiranih LPS-om u 
Slika 22 - Reprezentativni Western blotovi koji prikazuju nivoe prekursorskih i 
isečenih formi kaspaza-8,-9 i -3 u mitohondrijama i citosolu ženki i mužjaka Wistar 
pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu i hipokampusu. 
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poređenju sa njihovim kontrolama tretiranim fiziološkim rastvorom. Takođe je 
uočeno i da je nivo ovog proteina bio značajno viši kod mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama (Slika 23a). 
U hipokampusu je takođe uočen značajan efekat interakcije pola i LPS-a na 
nivoe ovog proteina u mitohondrijama (F=25.62, p<0.05). Nivo BCL-2 je bio 
povišen u mitohondrijama ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim 
ženkama. Sa druge strane, nivo ovog proteina je bio značajno snižen u 
mitohondrijama mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu na mužjake tretirane 
fiziološkim rastvorom, kao i na ženke tretirane LPS-om (Slika 23b). Što se tiče 
citosola, uočen je značajan efekat LPS-a na nivoe ovog proteina (F=27.21, p<0.05), 
koji su bili sniženi kod jedinki oba pola tretiranih LPS-om u poređenju sa njihovim 
kontrolama (Slika 23b).  
 
Analiza nivoa BAX proteina – U PFC-u je uočen značajan efekat interakcije 
pola i LPS-a na nivoe ovog proteina u oba ćelijska odeljka (F=7.69 za mitohondrije i 
F=8.63 za citosol; p<0.05). Nivoi ovog proteina su bili značajno sniženi u 
mitohondrijama mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu na mužjake tretirane 
fiziološkim rastvorom, kao i u citosolu jedinki oba pola tretiranih LPS-om u 
poređenju sa njihovim kontrolama tretiranim fiziološkim rastvorom. Pored toga, u 
oba odeljka je uočen i značajno viši nivo ovog proteina kod mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama (Slika 23a).  
Kada je u pitanju hipokampus, nisu uočeni efekti ni pojedinačnih faktora, ni 
njihovih interakcija na nivoe ovog proteina u mitohondrijama. Sa druge strane, 
uočeni su efekti pola (F=21.38, p<0.05) i LPS-a (F=6.03, p<0.05) na nivoe ovog 
proteina u citosolu. U ovom odeljku je uočen značajno niži nivo BAX-a kod ženki 
tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne jedinke, kao i kod mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne ženke (Slika 23b).  
 
Analiza nivoa prekursorske i isečene forme BID-a – U PFC-u je uočen 
značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe obe forme proteina BID u 
mitohondrijama (F=20.46 za prekursorsku i F=82.34 za isečenu formu BID-a; 
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p<0.05). Obe forme ovog proteina su bile značajno povišene u mitohondrijama 
ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim ženkama, kao i u 
mitohondrijama mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne 
ženke. Pored toga, uočeno je i da je nivo isečene forme proteina BID bio značajno 
niži kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim 
fiziološkim rastvorom (Slika 23a). Kada je u pitaju citosol, takođe je uočen značajan 
efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe prekursorske forme BID-a (F=13.01, 
p<0.05), koji je bio značajno povišen kod ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa 
kontrolnim ženkama i sa mužjacima tretiranim LPS-om. Sa druge strane, u citosolu 
su uočeni značajni efekti pola (F=19.62, p<0.05) i LPS-a (F=47.38, p<0.05). U ovom 
ćelijskom odeljku, nivoi isečenog BID-a su bili značajno povišeni kod jedinki oba 
pola tretiranih LPS-om u odnosu na njihove kontrole tretirane fiziološkim 
rastvorom, a takođe je uočeno i da je nivo ovog proteina bio značajno niži kod 
mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u poređenju sa kontrolnim ženkama 
(Slika 23a). 
I u hipokampusu je uočen značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe 
obe forme proteina BID u mitohondrijama (F=58.27 za prekursorsku i F=38.32 za 
isečenu formu BID-a; p<0.05). Nivoi obe forme BID-a su bili značajno viši kod 
mužjaka tretiranih LPS-om u odnosu na mužjake tretirane fiziološkim rastvorom i 
ženke tretirane LPS-om, kao i niži kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u 
odnosu na kontrolne ženke. Pored toga, uočen je i značajno niži nivo prekursorske 
forme BID protina kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne ženke (Slika 
23b). Kada je u pitanju citosol, takođe je uočen efekt interakcije pola i LPS-a na 
nivoe prekursorske forme BID-a (F=7.62, p<0.05), koji je bio značajno niži kod 
ženki tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne ženke, kao i kod mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne ženke. Sa druge strane, nisu uočeni 
efekti ni pojedinačnih faktora, ni interakcija na nivoe isečene forme proteina BID u 
ovom ćelijskom odeljku (Slika 23b). 
 
 
 
REZULTATI 
91 
Doktorska disertacija, Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet 
 
 
 
Slika 23 - Nivoi proteina BCL-2 porodice u mitohondrijama i citosolu ženki i 
mužjaka Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu 
(a) i hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i 
obrađeni su two-way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike 
između eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na 
graficima i predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na 
kontrolnu grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
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4.6.4. Analiza nivoa i fosforilacionog statusa GR-a u mitohondrijama 
U PFC-u je uočen značajan efekat LPS-a na nivoe mitohondrijskog GR-a 
(F=9.09, p<0.05), koji su bili značajno sniženi kod mužjaka tretiranih LPS-om u 
poređenju sa mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom (Slika 24a). Kada su u 
pitanju fosforilacije ovog receptora, u PFC-u je uočen značajan efekat interakcije 
pola i LPS-a na nivoe pGR-246 (F=4.64, p<0.05), kao i na odnos pGR-232/pGR-246 
(F=7.99, p<0.05). Nivo pGR-246 je bio značajno niži, a odnos pGR-232/pGR-246 
značajno viši kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa mužjacima tretiranim 
fiziološkim rastvorom (Slika 24a). Sa druge strane, nisu uočeni efekti ni 
pojedinačnih faktora, ni njihovih interakcija na nivoe pGR-232 u ovom ćelijskom 
odeljku.  
U mitohondrijama hipokampusa je uočen značajan efekat interakcije pola i 
LPS-a na nivoe GR-a (F=22.22, p<0.05), koji su bili značajno sniženi kod ženki 
tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne ženke (Slika 24b). Što se tiče fosforilacija, 
uočen je značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe pGR-232 (F=16.15, 
p<0.05), kao i na odnos pGR-232/pGR-246 (F=11.49, p<0.05). Nivoi pGR-232 su 
bili značajno sniženi kod ženki tretiranih LPS-om u poređenju sa kontrolnim 
ženkama, i značajno povišeni kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa 
mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom. Takođe je uočen i značajno niži nivo 
ove fosfoforme kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u poređenju sa 
kontrolnim ženkama. Što se tiče odnosa pGR-246/pGR-246, on je bio značajno 
snižen kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne ženke, kao i kod 
mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne ženke. Sa druge 
strane, nisu uočeni efekti ni pojedinačnih faktora, ni njihovih interakcija na nivoe 
pGR-246 u ovom ćelijskom odeljku (Slika 24b).  
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Slika 24 - Nivoi ukupnog GR-a i njegovih fosfoformi u mitohondrijama ženki i 
mužjaka Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu 
(a) i hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i 
obrađeni su two-way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike 
između eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na 
graficima i predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na 
kontrolnu grupu i  #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
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4.7. ANALIZA EKSPRESIJE MITOHONDRIJSKIH GENA REGULISANIH GR-
OM 
U PFC-u je uočen značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe COX-1 i 
COX-3 iRNK (F=13.18 za COX-1 i F=13.21 za COX-3; p<0.05). Nivoi iRNK ova dva 
gena su bili značajno viši kod mužjaka tretiranih LPS-om u poređenju sa 
mužjacima tretiranim fiziološkim rastvorom. Pored toga, uočen je značajno niži 
nivo COX-3 iRNK kod mužjaka tretiranih fiziološkim rastvorom u odnosu na 
kontrolne ženke (Slika 25a). Što se tiče hipokampusa, i u ovom tkivu je uočen 
značajan efekat interakcije pola i LPS-a na nivoe iRNK ova dva gena (F=16.71 za 
COX-1 i F=13.21 za COX-3; p<0.05). Nivoi iRNK ova dva gena su bili značajno niži 
kod ženki tretiranih LPS-om u odnosu na kontrolne ženke i na mužjake tretirane 
LPS-om, a uočen je značajno viši nivo COX-3 iRNK kod mužjaka tretiranih 
fiziološkim rastvorom u odnosu na kontrolne ženke (Slika 25b). 
Slika 25 - Ekspresija GR-regulisanih mitohondrijskih gena ženki i mužjaka 
Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u prefrontalnom korteksu (a) i 
hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja±SEM i obrađeni 
su two-way ANOVA-om i post hoc Tukey testom. Statistički značajne razlike između 
eksperimentalnih grupa pokazane u post hoc testu su naznačene na graficima i 
predstavljene kao *p<0.05 za životinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu 
grupu i #p<0.05 za mužjake u odnosu na ženke. 
  
 
 
 
5. DISKUSIJA 
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Dok uvid u uticaj citokina na glukokortikoidnu rezistenciju raste, efekti 
interakcije citokina i pola na GR i odgovore na inflamaciju, kao i njihov združen 
doprinos poremećajima raspoloženja, ostaju da budu razjašnjeni. Stoga bi 
razumevanje patofizioloških mehanizama koji povezuju inflamaciju i depresiju 
svakako moglo da dovede do boljeg razumevanja ove bolesti i doprinese 
efektivnijoj terapiji, a opisivanje neuroimunoloških procesa u odnosu na pol bi 
moglo da bude korisno oruđe za razumevanje nastanka, toka i ishoda bolesti. Do 
sada je predloženo nekoliko mehanizama koji bi mogli da budu medijatori veze 
između inflamacije i depresije, ali njihova uloga u etiologiji ovog oboljenja još uvek 
nije u potpunosti razjašnjena.  
Rezultati ove disertacije su po prvi put pokazali da bi značajnu ulogu u 
posredovanju polno-specifičnih efekata inflamacije na mehanizme koji dovode do 
nastanka depresije mogao da ima GR. Sažeti pregled efekata LPS-a na 
glukokortikoidnu signalizaciju i gene regulisane ovim receptorom koji su uočeni u 
ovoj studiji je prikazan u Tabelama 13 i 14.  
5.1. UTICAJ LPS-A NA PONAŠANJE 
Kako bi se okarakterisalo ponašanje nalik depresivnom izazvano LPS-om, i 
kako bi odgovarajuće promene u glukokortikoidnoj signalizaciji uočene kod 
tretiranih životinja mogle da se povežu sa izmenjenim ponašanjem, odrađeno je 
nekoliko testova ponašanja. Testovi ponašanja izvedeni u ovoj studiji su imali za 
cilj da kod životinja tretiranih LPS-om ukažu na prisustvo nekih od klasičnih 
simptoma ponašanja nalik depresivnom koji se mogu povezati sa simptomima 
depresije uočenim u kliničkoj populaciji (i opisani u odeljku 1.1.). Na primer, 
beznadežnost, kao jedan od simptoma depresivnog ponašanja životinja, bi mogla 
da bude paralelna ponavljajućim mislima o smrti koje su važan simptom depresije 
kod ljudi (Cryan i sar., 2005a; Cryan i sar., 2005b). Isto tako, gubitak interesovanja 
ili zadovoljstva za sve, ili skoro sve aktivnosti, koji je glavni simptom bolesti u 
kliničkoj populaciji, bi mogao da korelira sa anhedonijom kod životinja, merenom 
sklonošću  ka slatkom rastvoru. Pored toga, kako se depresija u kliničkoj populaciji 
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često dijagnostikuje zajedno sa anksioznošću (Brown, 2001), u ovoj studiji su 
praćeni i parametri koji mogu da ukažu na ovo ponašanje.  
 
Tabela 13 – Sažeti prikaz promena u glukokortikoidnoj signalizaciji i markerima 
apoptoze u prefrontalnom korteksu i hipokampusu životinja oba pola tretiranih LPS-
om.  
PROTEIN 
PREFRONTALNI KORTEKS HIPOKAMPUS 
C 
 
J 
 
M 
 
C 
 
J 
 
M 
♀ ♂ 
 
♀ ♂ 
 
♀ ♂ 
 
♀ ♂ 
 
♀ ♂ 
 
♀ ♂ 
UTICAJ LPS-A NA UNUTARĆELIJSKU DISTRIBUCIJU I FOSFORILACIJU GR-A 
tGR x ↓ 
 
x ↑ 
 
x ↓ 
 
x x 
 
↑ ↓ 
 
↓ x 
pGR-232 x x 
 
x ↑ 
 
x x 
 
x x 
 
x x 
 
↓ ↑ 
pGR-246 x x 
 
x ↑ 
 
x ↓ 
 
x x 
 
↑ ↓ 
 
X x 
pGR-232/pGR-246 x x  x ↓  x ↑  x x  ↓ ↑  ↓ x 
UTICAJ LPS-A NA KINAZE KOJE FOSFORILIŠU GR 
FKBP5 x ↓ 
 
↑ ↑ 
    
x x 
 
↑ ↓ 
   FKBP4 x ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
x ↓ 
   JNK2/3 ↑ ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
x ↓ 
   pJNK2/3 x ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
↑ ↓ 
   JNK1 x ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
x ↓ 
   pJNK1 x ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
↑ ↓ 
   p-p38 x ↓ 
 
x ↑ 
    
↑ ↑ 
 
↑ x 
   p38 x ↓ 
 
↑ ↑ 
    
x x 
 
x x 
   CDK5 x ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
x ↓ 
   p25 x ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
x x 
   p35 x ↓ 
 
x ↑ 
    
x x 
 
x x 
   UTICAJ LPS-A NA MARKERE APOPTOZE 
isečeni PARP-1  ↑ ↑ 
    
  
 
x ↓ 
    
  
prokaspaza-8 ↑ x 
    
↓ x 
 
↑ x 
    
↑ ↑ 
isečena kaspaza-8 ↑ x 
    
x x 
 
x x 
    
x x 
prokaspaza-9 ↑ x 
    
↓ x 
 
x x 
    
x x 
isečena kaspaza-9 ↑ ↑ 
    
↓ x 
 
x x 
    
x x 
prokaspaza-3  ↑ ↓ 
    
↓ x 
 
x x 
    
x x 
isečena kaspaza-3 ↑ ↑ 
    
↓ x 
 
x ↓ 
    
x x 
BAX ↓ ↓ 
    
x ↓ 
 
↓ x 
    
x x 
BCL-2 ↓ ↓ 
    
x ↑ 
 
↓ ↓ 
    
↑ ↓ 
BID ↑ x 
    
↑ x 
 
↓ x 
    
↓ ↑ 
isečeni BID ↑ ↑     ↑ ↓  x x     x ↑ 
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Tabela 14 - Sažeti prikaz promena u nivoima iRNK jedarnih i mitohondrijskih gena 
regulisanih GR-om u prefrontalnom korteksu i hipokampusu životinja oba pola 
tretiranih LPS-om. 
PROTEIN 
PREFRONTALNI 
KORTEKS   
HIPOKAMPUS 
♀ ♂   ♀ ♂ 
JE
D
R
O
 BDNF x ↓ 
 
↓ x 
COX-2 x ↓ 
 
↓ x 
p11 x x 
 
↓ ↓ 
GR x x 
 
↓ ↓ 
M
T
H
 
COX-1 x ↑ 
 
↓ x 
COX-3 x ↑   ↓ x 
5.1.1. Uticaj LPS-a na unos hrane i telesnu težinu 
U ovoj studiji, životinje oba pola tretirane LPS-om su imale smanjen unos 
hrane u odnosu na životinje tretirane fiziološkim rastvorom, a smanjeni apetit je 
bio praćen i smanjenom telesnom težinom. Ovakve promene su jedan od čestih 
nalaza kod pacijenata obolelih od depresije (Besedovsky i del Rey; 1996, Anisman i 
sar., 2008) i kod životinja koje ispoljavaju ponašanje nalik depresivnom (Sachot i 
sar., 2004). Takođe, uočene promene su u skladu sa prethodnim studijama koje su 
pokazale smanjenje telesne težine i unosa hrane nakon višestrukih injekcija LPS-a 
(Bay-Richter i sar., 2011; Kubera i sar., 2013).  
Promene u apetitu uočene u ovoj studiji bi mogle da budu direktna 
posledica narušene funkcije HPA ose. Naime, pokazano je da hormonska 
neravnoteža na nivou HPA ose izazvana stresom može da dovede do gubitka 
apetita i smanjenja telesne težine (Shimizu i sar., 1989; Jahng, 2011). Jedan od 
mehanizama kojima bi poremećena funkcija HPA ose mogla da utiče na apetit jeste 
putem povišenog lučenja CRH, koji potom može da smanji periferni nivo ,,hormona 
gladi'', grelina (Saegusa i sar., 2011). Stoga bi povišeni nivo serumskog 
kortikosterona uočen u ovoj studiji kod životinja oba pola tretiranih LPS-om 
mogao da dovede do gubitka apetita i posledičnog smanjenja telesne težine.  
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5.1.2. Uticaj LPS-a na ponašanje nalik depresivnom 
5.1.2.1. Uticaj LPS-a na beznadežnost 
U testu prinudnog plivanja, životinje oba pola tretirane LPS-om su ispoljile 
beznadežno ponašanje. Tačnije, frekvenca imobilnosti kod ovih životinja je bila 
viša, a frekvenca plivanja niža u poređenju sa životinjama tretiranim fiziološkim 
rastvorom. Ovi rezultati su u saglasnosti sa studijom koja je pokazala da višednevni 
tretman LPS-om (4 dana) dovodi do javljanja osećaja beznadežnosti kod mužjaka 
pacova Wistar soja (Bay-Richter i sar., 2011).  
Kada je u pitanju treći parametar koji smo merili u testu prinudnog plivanja, 
penjanje, ono bi u ovom testu moglo da bude indikator lokomotorne aktivnosti 
(Vieira i sar., 2008; Lino-de-Oliveira i sar., 2005). Iako smo u ovoj studiji zabeležili 
vidan pad u vrednostima ovog parametra kod životinja oba pola, ova promena nije 
bila statistički značajna. Međutim, svakako je moguće da bi uočeni pad u frekvenci 
plivanja mogao da ukaže na smanjenu lokomotornu aktivnost, što bi bilo u 
saglasnosti sa rezultatima testova otvorenog polja i uzdignutog plus lavirinta.  
5.1.2.2. Uticaj LPS-a na anhedoniju 
Test sklonosti ka saharozi je pokazao da su životinje oba pola tretirane LPS-
om u ovoj studiji pile manje rastvora saharoze u odnosu na kontrole, što ukazuje 
na prisustvo anhedonije kod ovih životinja, i ovaj nalaz je u saglasnosti sa 
rezultatima drugih autora (Bay-Richter i sar., 2011; Kubera i sar., 2013). Iako je 
špekulisano da smanjenje uzimanja rastvora saharoze može da bude posledica 
supresivnih efekata LPS-a na apetit, pokazano je da postoji disocijacija između ovih 
parametara pri tretmanu LPS-om. Na primer, Frenois i sar. su pokazali da miševi 
tretirani LPS-om pokazuju smanjen unos rastvora saharoze 48 h nakon tretmana, 
dok su se u toj vremenskoj tački unos hrane i vode vratili na nivo kontrola (Frenois 
i sar., 2007). Pored toga, iako smanjen unos rastvora saharoze u ovom testu može 
da bude posledica smanjenog unose vode usled tretmana LPS-om, rezultati ove 
studije su pokazali da unos vode kod životinja tretiranih LPS-om nije bio smanjen u 
odnosu na životinje tretirane fiziološkim rastvorom, i da samim tim promene u 
unosu vode nisu uticale na rezultate ovog testa. 
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5.1.3. Uticaj LPS-a na anksiozno ponašanje 
Testovi otvorenog polja i uzdignutog plus lavirinta su pokazali da tretman 
LPS-om nije doveo do nastanka ponašanja nalik anksioznom ni kod ženki ni kod 
mužjaka. Tačnije, nisu uočene nikakve statistički značajne razlike u parametrima 
koji klasično mere anksioznost ni u testu otvorenog polja (mereno brojem ulazaka 
i vremenom provedenim u centru, defekacijom i timarenjem), ni u testu 
uzdignutog plus lavirinta (mereno brojem ulazaka i vremenom provedenim u 
otvorenim kracima). 
 Iako postoje studije koje, poput ove, nisu uspele da detektuju ponašanje 
nalik anksioznom nakon tretmana LPS-om (Weiss i sar., 1998), neke studije su to 
ipak pokazale (Lacosta i sar., 1999; Nava i Caputi, 1999; Nava i Carta, 2001). Ovi 
oprečni rezultati bi mogli da budu posledica trajanja i/ili doze tretmana. Na 
primer, u ovoj studiji tretman LPS-om je bio sedmodnevan, dok je u studiji Lacosta 
i saradnika tretman bio akutan, što može da ukaže na to da nakon produženog 
tretmana LPS-om dolazi do popravljanja anksioznog ponašanja. Dalje, pokazano je 
da bi povišenje nivoa IL-1β iRNK u PFC-u moglo da ublaži anksiozno ponašanje kod 
pacova kada se primeni intrakranijalno (Montkowski i sar., 1997). U studiji 
sprovedenoj u našoj laboratoriji je pokazano da je kod životinja oba pola nakon 
sedmodnevnog tretmana LPS-om u dozi od 500 µg/kg došlo do porasta nivoa IL-1β 
iRNK u PFC-u (Brkic i sar., 2016). Iz ovoga se može zaključiti da bi odsustvo 
ponašanja nalik anksioznom nakon tretmana LPS-om uočeno u ovoj studiji moglo 
da bude posledica povišenog nivoa IL-1β iRNK PFC-u životinja. 
Dalje, rezultati testova otvorenog polja i uzdignutog plus lavirinta u ovoj 
studiji su pokazali da je tretman LPS-om doveo do smanjenja spontane 
lokomotorne aktivnosti, odnosno smanjenja istraživačkog ponašanja kod životinja 
oba pola u odnosu na njihove kontrole. Naime, kod ovih životinja je uočeno 
značajno smanjenje broja prelaza u susedne kvadrate i broja propinjanja uz zidove 
u testu otvorenog polja, kao i do smanjenja ukupnog broja ulazaka u krake u testu 
uzdignutog plus lavirinta. Međutim, u naučnoj zajednici postoji neusaglašenost oko 
toga kako treba tumačiti izmenjenu lokomotornu aktivnost u ovim testovima. Na 
primer, dok neki istraživači smatraju da nisku lokomotornu aktivnost treba 
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tumačiti kao indeks visoke emocionalnosti (odnosno anksioznosti i straha), drugi 
smatraju da su ova dva vida ponašanja nezavisna jedan od drugog (Denenberg, 
1969). Ono što bi moglo da pomogne u tumačenju ovih rezultata jesu podaci vezani 
za defekaciju životinja u testu otvorenog polja. Naime, jedna studija je pokazala da 
je neophodno imati i podatke o defekaciji životinja kako bi se pravilno mogle 
interpretirati promene u lokomotornoj aktivnosti (Denenberg, 1969). Prema 
nekim autorima defekacija životinja je povezana sa njihovom emocionalnošću - 
visoko emotivne životinje imaju povećanu defekaciju, i ona može da se koristi kao 
pokazatelj nivoa anksioznosti glodara (Walsh i Cummins, 1976). Međutim, u testu 
otvorenog polja u ovoj studiji nisu uočene značajne promena u defekaciji životinja 
tretiranih LPS-om u odnosu na njihove kontrole, odnosno kod ovih životinja nije 
došlo do promena u emocionalnosti. Kako je kod životinja tretiranih LPS-om u ovoj 
studiji ujedno i smanjena lokomotorna aktivnost, ovi rezultati bi mogli da ukažu na 
to da su u ovoj paradigmi lokomotorna aktivnost i emocionalnost dva vida 
ponašanja nezavisna jedan od drugog.  
Treba napomenuti da, iako nismo uočili nikakve statistički značajne razlike 
u parametrima koji klasično mere anksiozno ponašanje kod mužjaka tretiranih 
LPS-om u testovima otvorenog polja i uzdignutog plus lavirinta, moguće je da je 
tretman LPS-om kod ovog pola ipak doveo do izmenjene emocionalnosti, bar u 
nekoj meri. Naime, neke studije ukazuju na to da bi smanjeno propinjanje u 
vazduhu, koje je u ovoj studiji uočeno kod mužjaka tretiranih LPS-om u testu 
otvorenog polja, moglo da ukaže na prisustvo povišene emocionalnosti (Sturman i 
sar., 2018).  
5.1.4. Uticaj LPS-a na nivoe serumskog kortikosterona 
Kada je u pitanju nivo kortikosterona u serumu, LPS je doveo do njegovog 
povećanja kod životinja oba pola u odnosu na njihove kontrole tretirane 
fiziološkim rastvorom, što je u saglasnosti sa prethodnim studijama (Girard-Joyal i 
sar., 2015). Takođe, ovaj rezultat je u saglasnosti sa studijama koje su pokazale da 
životinje koje ispoljavaju ponašanje nalik depresivnom imaju poremećenu funkciju 
HPA ose, koju karakteriše povećan nivo serumske koncentracije hormona HPA ose, 
ACTH i kortikosterona, kao i porast nivoa regulatornog neuropeptida, CRH 
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(Pariante i Lightman, 2008). Ove promene u aktivnosti HPA ose su u velikoj meri 
posredovane citokinima, o čemu je bilo reči u poglavlju 1.2.3.3.  
Međutim, iako je uticaj LPS-a na nivoe kortikosterona bio isti kod oba pola, 
kod ženki je nivo ovog hormona bio povišen u odnosu na mužjake i u bazalnom 
stanju i nakon LPS-a, što se često sreće u životinjskim modelima (Kudielka i 
Kirschbaum, 2005). Ovo se može objasniti činjenicom da estrogeni sa jedne strane 
stimulišu sekreciju CRH, a sa druge smanjuju ekspresiju GR-a u regionima mozga 
važnim za funkciju HPA ose (hipokampusu, hipotalamusu i hipofizi) (Swaab i sar., 
2005). Takođe, uzimajući u obzir povezanost imunskog sistema i HPA ose, veće 
povećanje nivoa kortikosterona uočeno kod ženki nakon tretmana LPS-om bi 
moglo da bude i posledica veće reaktivnosti imunskog sistema kod ženskog pola 
(Engler i sar., 2016).  
 
Sumirano, ova studija je pokazala da je efekat sedmodnevnog tretmana LPS-
om, dozom 500 mg/kg, na ponašanje i na nivo serumskog kortikosterona bio isti 
kod mužjaka i kod ženki - tačnije, LPS je kod oba pola aktivirao HPA osu i doveo do 
nastanka depresivnog ponašanja, dok nije uticao na parametre koji mere 
anksiozno ponašanje. Iako bi istovremeno prisustvo anksioznosti i depresije moglo 
doprineti validnosti ovog modela, odsustvo anksioznog ponašanja kod životinja 
tretiranih LPS-om olakšava prepoznavanje i karakterizaciju depresivnog ponašanja 
kod ovih životinja, budući da je nemoguće povući jasnu granicu između ova dva 
tipa ponašanja (Zbozinek i sar., 2012).  
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5.2. UTICAJ LPS-A NA FOSOFRILACIJU GR-A I UNUTARĆELIJSKU 
TRANSLOKACIJU PROTEINA UKLJUČENIH U GLUKOKORTIKOIDNU 
SIGNALIZACIJU 
5.2.1. Uticaj LPS-a na nivoe GR-a i njegovih košaperona 
Iako je LPS aktivirao HPA osu i izazvao depresivno ponašanje kod jedinki  
oba pola, doveo je do tkivno- i polno-specifičnih promena u nivoima GR-a u 
citosolu i jedru. Naime, u PFC-u je doveo do promena u glukokortikoidnoj 
signalizaciji samo kod mužjaka, dok je u hipokampusu doveo do povećanja nivoa 
jedarnog GR-a kod ženki i njegovog smanjenja kod mužjaka.  
Ovakva unutarćelijska raspodela GR-a uočena nakon tretmana LPS-om bi 
mogla da bude posledica promena u nivou njegovih regulatora, FKBP4 i FKBP5. 
Kao što je već pomenuto u odeljku 1.3.1.1, u citosolu ova dva proteina funkcionišu 
kao regulatori transporta GR-a – FKBP4 je pozitivni, dok je FKBP5 negativni 
regulator ovog procesa (Slika 4). Što se tiče jedra, tačna funkcija ovih imunofilina u 
ovom odeljku još uvek nije jasno definisana. Postoje indikacije da bi jedarni FKBP5 
mogao da poveća stabilnost GR–a i potencijalno zaštiti GR koji nije vezan za DNK 
od proteolize (Tatro i sar., 2009), dok bi jedarni FKBP4 mogao da reguliše 
transaktivaciju i da funkcioniše kao gen-specifičan modulator transkripcione 
aktivnosti GR-a (Wolf i sar., 2009). Međutim, dodatna istraživanja su neophodna 
kako bi se bolje razjasnio efekat ova dva imunofilina na jedarni GR. Važno je 
napomenuti i da je ekspresija ova dva proteina regulisana polnim hormonima 
(Kumar i sar., 2001; Hubler i sar., 2003), što bi moglo da objasni polne razlike 
uočene u nivou ova dva proteina u odgovoru na LPS, a samim tim delimično da 
objasni i polno-specifične efekte LPS-a na nivoe GR-a u citosolu i jedru. 
Uzimajući u obzir ulogu košaperona u translokaciji GR-a, nalaz ove studije 
da je u PFC-u mužjaka translokacija GR-a nakon tretmana LPS-om bila praćena 
smanjenim nivoom citosolnog FKBP4 je u saglasnosti sa dobro poznatom ulogom 
ovog imunofilina u procesu translokacije GR-a. Kada je u pitanju FKBP5, smanjeni 
nivo ovog imunofilina u citosolu mužjaka bi mogao da potpomogne vezivanje 
FKBP4 za GR-hsp90 kompleks i translokaciju ovog kompleksa u jedro (Tatro i sar., 
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2009). Što se tiče jedra, povišen nivo FKBP5 uočen u ovom odeljku kod mužjaka 
tretiranih LPS-om bi mogao da doprinese povišenom nivou jedarnog GR-a putem 
povećanja njegove stabilnosti, ali i da ukaže na njegovo smanjeno vezivanje za DNK 
i smanjenu transkripcionu aktivnost.  
Kada je u pitanju hipokampus, uočene promene u nivou jedarnog GR-a 
izazvane LPS-om kod oba pola bi takođe mogle da budu posledica promena u 
FKBP4/FKBP5 sistemu. Naime, pored toga što predstavljaju modulatore 
translokacije GR-a iz citosola u jedro, ovi košaperoni mogu da utiču i na 
zadržavanje GR-a u jedru. Tačnije, pokazano je da bi povišen nivo FKBP4 i 
nepromenjen nivo FKBP5, uočeni u jedru hipokampusa ženki nakon tretmana LPS-
om, mogli da doprinesu zadržavanju ovog receptora u jedru (Galigniana i sar., 
2010). Zadržavanju GR-a u jedru ženki bi mogli da doprinesu i procesi poput 
smanjene auto-regulacije GR-a izazvane povišenim nivoom IL-1 (Pariante i sar., 
1999), kao i povišeni nivo serumskog kortikosterona koji može da spreči 
izbacivanje GR-a iz jedra (Madan i DeFranco, 1993). Treba napomenuti i da GR u 
jedru može da ostane veoma dugo pre nego što se vrati u citosol (Liu i DeFranco, 
2000), a sam procas vraćanja GR-a iz jedra u citosol se odvija veoma sporo 
(Carrigan i sar., 2007).  
Kada su u pitanju mužjaci, smanjeni nivo jedarnog FKBP5 u hipokampusu 
nakon LPS-a bi mogao da doprinese smanjenoj stabilnosti i povišenoj degradaciji 
receptora, dok bi smanjen nivo FKBP4 mogao da utiče na njegovu transkripcionu 
aktivnost. Pored FKBP4/FKBP5 sistema, i citokini bi mogli da smanje nivo 
jedarnog GR-a blokiranjem njegove translokacije ili smanjenjem njegove ekspresije 
(Miller i sar., 1999), kao i poremećena negativna povratna sprega i povećana 
aktivnost HPA ose (Dong i sar., 1988).  
Sve ukupno, promene u nivoima GR-a uočene u PFC-u i hipokampusu 
jedinki oba pola bi mogle da imaju polno-specifične efekte na ekspresiju gena 
regulisanih ovim receptorom. Međutim, smer ovih promena, tačnije to da li će GR 
da aktivira ili suprimira ekspresiju ciljanih gena, zavisi od većeg broja faktora, 
poput tipa ćelije ili njenog fiziološkog stanja. Pored toga, sam podatak o promeni 
nivoa jedarnog GR-a kod jedinki tretiranih LPS-om nam ne govori mnogo o 
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njegovom efektu na gensku ekspresiju zato što mnogi procesi mogu da utiču na 
njegovu funkciju, a jedan od tih procesa jesu fosforilacije. Takođe, kinetika 
regrutovanja ukupnog GR-a i njegovih fosfoformi, pGR-232 i pGR-246, na GRE se 
razlikuje između gena - geni koji su kontrolisani sa manje GRE više su zavisni od 
fosforilacija GR-a, dok su geni kontrolisani sa više GRE manje zavisni od 
fosforilacija GR-a (Blind i Garabedian, 2008), što dodatno povećava raznovrsnost 
odgovora ovog receptora na stresne stimuluse. 
5.2.2. Uticaj LPS-a na fosforilaciju GR-a i nivoe kinaza uključenih u 
njegovu fosforilaciju 
U PFC-u, LPS je doveo do aktivacije i translokacije svih analiziranih kinaza 
samo kod mužjaka, dok je kod ženki uticao samo na povišenje nivoa jedarne fosfo-
p38 kinaze. Promene u translokaciji i aktivaciji kinaza uočene u PFC-u mužjaka 
nakon tretmana LPS-om su bile praćene povišenom fosforilacijom jedarnog GR-a 
na oba analizirana mesta, Ser232 i Ser246. Sa druge strane, u jedru hipokampusa 
ženki, LPS je doveo do fosforilacije svih JNK, dok je kod mužjaka doveo do pada 
ukupnih i fosforilisanih formi ovih kinaza. Promene u fosforilaciji JNK u 
hipokampusu su bile praćene sličnim promenana u fosforilaciji GR-a na Ser246, 
tačnije povećanjem fosforilacije GR-a na ovom aminokiselinskom ostatku kod 
ženki i smanjenja kod mužjaka. 
Polne razlike uočene u aktivnosti MAPK u odgovoru na LPS u ove dve 
analizirane moždane strukture bi mogle da budu objašnjene time što i testosteron i 
estradiol imaju negenomske efekte na ćelije, i da u datom trenutku aktiviraju 
različite signalne puteve u zavisnosti od pola (Swartz i sar., 2005). Pored toga, 
lokalna koncentracija polnih steroida u određenom regionu mozga takođe može da 
doprinese polno-specifičnoj regulaciji ovih signalnih puteva. Pad u fosforilaciji 
jedarne JNK uočen u hipokampusu mužjaka tretiranih LPS-om bi mogao da bude 
posledica i povišene ekspresije fosfataze MAPK-1 (MKP-1). MKP-1 kinaza je kinaza 
koja defosforiliše i inaktivira MAPK, a pokazano je da je ova kinaza povišena u 
hipokampusu mužjaka tretiranih LPS-om (Munhoz i sar., 2010).  
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Dalje, iako je pokazano da fosforilisana p38 kinaza može da dovede do 
fosforilacije GR-a na Ser232 (Ismaili i Garabedian, 2004), u ovoj studiji nismo uočili 
vezu između promena u nivou i fosforilaciji p38 kinaze i promena u nivou pGR-232 
u hipokampusu nakon tretmana LPS-om. Ova neusaglašenost bi mogla da bude 
objašnjena studijama koje su pokazale da Ser232 možda i nije primarna meta ove 
kinase (Newton i sar., 2002). Pored toga, pokazano je da p38 može da bude 
medijator inhibitornih efekata citokina na nekoliko nivoa signalnog puta GR-a 
(Kam i sar., 1993). To bi značilo da povišena fosforilacija p38 kinaze u ovoj 
moždanoj strukturi više doprinosi inhibiciji nego stimulaciji aktivnosti GR-a, što bi 
bilo u saglasnosti sa rezultatima genske ekspresije, o čemu će biti više reči u 
narednim pasusima.  
Kada je u pitanju CDK5, uočene polne razlike u nivou ove kinaze i njenih 
regulatora bi takođe mogle da budu posledica negenomskih efekata polnih 
hormona. Naime, pokazano je da postoje polno-specifične razlike u epigenetskoj 
regulaciji ove kinaze u odgovoru na stres (Sase i sar., 2018). Dalje, iako je u jedru 
hipokampusa mužjaka LPS doveo do smanjenja nivoa CDK5, to smanjenje nije bilo 
praćeno promenama u fosforilaciji GR-a na Ser232, što bi moglo ukazati na to da je 
aktivnost ove kinaze očuvana. I zaista, pokazano je da bi očuvanju aktivnosti ove 
kinaze mogla da doprinese fosforilacija; tačnije, pokazano je da inflamacije može 
da dovede do fosforilacije CDK5 na S159, i da na taj način poveća njenu aktivnost 
(Zhang i sar., 2014). 
U cilju kvantitativnog poređenja stepena fosforilacije GR-a na Ser232 i 
Ser246, određen je relativni odnos analiziranih fosfoformi GR-a (pGR-232/pGR-
246). Vrednosti ovog odnosa koje su iznad 100% pokazuju dominantnost 
fosforilacije GR-a na Ser232, dok vrednosti ispod 100%, pokazuju dominantnost 
fosforilacije GR-a na Ser246. Ovakva analiza je pokazala da, iako su jedarni nivoi 
obe fosfo-forme bili povišeni u PFC-u mužjaka, GR je bio više fosforilisan na Ser246 
nego na Ser232. Uzimajući u obzir studije koje su pokazale da fosforilacija GR-a na 
Ser246 utišava signaling GR-a, kao i da je transkripciona aktivnost GR-a najveća 
kada fosforilacija na Ser232 premašuje fosforilaciju na Ser246 (Itoh i sar., 2002), 
ovi rezultati ukazuju da bi transkripciona aktivnost GR-a u PFC-u mužjaka mogla 
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da bude utišana pri imunskom odgovoru. Kada je u pitanju hipokampus, odnos 
pGR-232/pGR-246 je bio smanjen kod ženki i povećan kod mužjaka nakon 
tretmana LPS-om, što ukazuje na to da bi transkripciona aktivnost GR-a mogla da 
bude smanjena kod ženki i povišena kod mužjaka u ovom tkivu nakon imunske 
aktivacije. 
5.2.3. Uticaj LPS-a na ekspresiju jedarnih gena regulisanih GR-om 
U cilju ispitivanja efekata LPS-a na transkripcionu aktivnost GR-a, tačnije 
njegovih fosfoformi pGR-232 i pGR-246, merena je ekspresija nekoliko gena koji su 
regulisani ovim receptorom, i koji se smatraju biomarkerima glavnih signalnih 
puteva ključnih u regulaciji odgovora na stres. U te gene spadaju gen za GR, koji je 
autoregulisan i uključen u regulaciju aktivnosti HPA ose, BDNF, koji učestvuje u 
modulaciji sinaptičke plastičnosti, p11, koji je uključen u serotoninsku 
neurotransmisiju, i COX-2, koji je ključan za sintezu prostaglandina i učestvuje u 
inflamatornom odgovoru. Rezultati ove studije su pokazali da je povećanje nivoa 
ukupnog GR-a u jedru PFC-a mužjaka i hipokampusa ženki nakon tretmana LPS-om 
bilo praćeno smanjenjem odnosa pGR-232/pGR-246, što bi moglo da bude 
odgovorno za uočene padove u nivoima iRNK gena za BDNF i COX-2. Sa druge 
strane, u hipokampusu mužjaka veza između odnosa pGR-232/pGR-246 i nivoa 
iRNK nije uočena, što bi moglo da bude posledica smanjenog nivoa ukupnog GR-a. 
Za razliku od efekata LPS-a na nivoe BDNF i COX-2 iRNK, njegovi efekti na nivoe 
iRNK p11 i GR-a nisu bili polno specifični; tačnije, LPS nije uticao na ekspresiju 
gena za p11 i GR u PFC-u, dok je smanjio ekspresiju ovih gena u hipokampusu oba 
pola.  
Pad u nivou BDNF iRNK usled sedmodnevnog tretmana LPS-om je u 
saglasnosti sa prethodnim studijama koje su pokazale da inflamatorni citokini i 
LPS mogu da poremete signalni put BDNF-a u raznim moždanim strukturama 
(Cortese i sar., 2011). Kao što je već pomenuto, BDNF igra centralnu ulogu u 
neurotrofnoj hipotezi depresije, prema kojoj smanjenje u neurotrofnoj podršci 
izazvano stresom dovodi do degeneracije limbičkih struktura, pre svega 
hipokampusa, ali i PFC-a. Stoga, smanjenje nivoa BDNF iRNK može da ukaže na 
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smanjenu neuroplastičnost PFC-a mužjaka i hipokampusa ženki, što na kraju može 
da doprinese nastanku ponašanja nalik depresivnom. Pored toga, depresivnom 
ponašanju kod ženki mogu da doprinesu i narušeni neuroplastični procesi u 
hipotalamusu, koji su takođe uočeni nakon sedmodnevnog tretmana LPS-om 
(Adzic i sar., 2015). Ovi polno-specifični efekti LPS-a na ekspresiju BDNF-a uočeni 
u analiziranim moždanim strukturama bi mogli biti posledica modulatornih 
efekata polnih hormona na ekspresiju BDNF gena (Hill i sar., 2012). 
Smanjeni nivoi iRNK COX-2 gena uočeni u PFC-u mužjaka i hipokampusu 
ženki su u suprotnosti sa studijama koje su pokazale da LPS dovodi do povećanja 
COX-2 i nastanka depresivnog ponašanja (Arias-Negrete i sar., 1995), kao i da 
inhibicija ovog enzima poništava depresivno ponašanje (Teeling i sar., 2010). 
Smanjen nivo COX-2 iRNK uočen u ovoj studiji bi mogao da bude rezultat 
uzajamnog dejstva citokina i glukokortikoida uključenih i njegovu regulaciju. 
Naime, pokazano je da povišen nivo DEX-a, u kombinaciji sa povišenim nivoom IL-
1β, može da utiša COX-2, kao i oslobađanje prostaglandina E2, na transkripcionom 
i post-transkripcionom nivou (Newton i sar., 1998). Međutim, krajnji efekat 
smanjene ekspresije gena za COX-2 nije poznat, jer je pokazano je da ovaj pad, 
pored utišavanja neuroinflamacije, može da dovede i do smanjene hipokampalne 
neurogeneze (Goncalves i sar., 2010). 
Kada je u pitanju p11, dosadašnje studije su pokazale oprečne rezultate 
kada je u pitanju uticaj citokina na nivoe njegove iRNK – dok su neke studije, poput 
ove, pokazale da citokini mogu da smanje nivoe iRNK ovog gena (Guo i sar., 2016), 
druge su pokazale suprotno (Warner-Schmidt i sar., 2011). Kako p11 funkcioniše 
kao modulator serotoninske signalne transdukcije, i kako interakcija između p11 i 
GR-a igra značajnu ulogu u patofiziologiji depresivnih stanja (Svenningsson i sar., 
2006), smanjeni nivoi iRNK ovog gena uočeni u hipokampusu oba pola bi mogli da 
doprinesu depresivnom ponašanju uočenom kod oba pola. Takođe, rezultati ove 
studije ukazuju na to da inflamacija može da doprinese smanjenju p11 iRNK kod 
oba pola, ali na različite načine – tačnije, kod ženki smanjenjem transkripcione 
aktivnosti GR-a zavisne od fosforilacije, a kod mužjaka smanjenjam ukupnog nivoa 
receptora. Sa druge strane, moguće je da u PFC-u ovi procesi nisu narušeni ni kod 
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mužjaka ni kod ženki nakon tretmana LPS-om, sudeći po nepromenjenim nivoima 
iRNK ovog gena.  
Kada je u pitanju smanjena ekspresije gena za GR u hipokampusu, kod ženki 
bi ona mogla da bude posledica povišenog nivoa jedarnog GR-a, koji može da utiša 
sopstvenu ekspresiju na nekoliko nivoa (Duma i sar., 2006; Meyer i sar., 1995). 
Takođe, određena uloga u ovom procesu bi mogla da se pripiše FKBP4. Naime, kao 
što je već pomenuto, ovaj protein je gen-specifičan modulator transkripcione 
aktivnosti GR-a, a u ovoj studiji je uočen povišen nivo ovog imunofilina u jedru 
hipokampusa ženki. Stoga je moguće da FKBP4 može da pomogne GR-u da 
prevaziđe inhibitorne efekte fosforilacije na pGR-246 i da smanji nivo iRNK GR-a. 
Međutim, nije poznato da li je FKBP4 zaista negativni modulator transkripcije gena 
za GR, kao ni da li je uopšte modulator ekspresije ovog receptora. Sa druge strane, 
smanjenje iRNK ovog gena uočeno u jedru mužjaka bi moglo da bude posledica 
porasta pGR-232/pGR-246 odnosa, i posledičnog porasta transkripcione aktivnosti 
GR-a zavisne od fosforilacije. Kada je u pitanju ekspresija ovog gena u PFC-u, 
rezultati ove studije dodatno potvrđuju da je glukokortikoidna signalizacija u ovoj 
moždanoj strukturi kod ženki neosetljiva na tretman LPS-om i povišen nivo 
serumskog kortikosterona, i da u PFC-u mužjaka LPS utiče na GR samo na 
negenomskom nivou. 
 
Dakle, promene uočene u glukokortikoidnoj signalizaciji bi mogle da utiču 
na procese uključene u nastanak depresije na tkivno- i polno- specifičan način. Kod 
mužjaka, poremećaji u glukokortikoidnoj signalizaciji bi mogli da utiču na 
smanjenu neuroplastičnost i neuroinflamaciju u PFC-u, dok bi u hipokampusu 
mogli da poremete serotoninsku neurotransmisiju i utiču na neuroendokrine 
procese. Kada su u pitanju ženke, rezultati ove studije pokazuju da je LPS 
poremetio glukokortikoidnu signalizaciju samo u hipokampusu, gde je doveo do 
smanjene transkripcije gena uključenih u neuroinflamaciju, neuroendokrinu 
funkciju, neurogenezu i neuroplastičnost. Sa druge strane, glukokortikoidna 
signalizacija u PFC-u ženki izgleda da nije podložna štetnim efektima inflamacije. 
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5.3. UTICAJ LPS-A NA FOSOFORILACIJU GR-A U MITOHONDRIJAMA I 
APOPTOTSKE PROCESE 
Kao što je pomenuto u odeljku 1.4, veliki broj studija je pokazao da bi 
mitohondrije mogle da igraju ključnu ulogu u narušenoj plastičnosti u depresiji, i 
da bi značajnu ulogu u nastanku mitohondrijske disfunkcije mogao da ima povišeni 
nivo serumskog kortikosterona. Pokazano je da GR može da utiče na 
funkcionisanje mitohondrija, kako regulacijom mitohondrijskih gena kodiranih 
jedarnom DNK, tako i  translokacijom GR-a u mitohondrije i regulacijom ekspresije 
mitohondrijskih gena. Na ovaj način GR može da utiče na procese regulisane ovim 
organelama, poput apoptoze i oksidativne fosforilacije. Pored toga, GR može da 
reguliše apoptozu i putem translokacije u mitohondrije i asocijacije sa proteinima 
BCL-2 familije, koji su ključni u regulaciji ovog procesa.  
Kako bi se utvrdio efekat LPS-a na funkciju mitohondrija i uloga 
mitohondrijskog GR-a u sprovođenju efekata inflamacije na ove organele, u ovoj 
disertaciji su praćene i promene u nivou i fosforilaciju mitohondrijskog GR-a, kao i 
efekat ovih promena na apoptozu i oksidativnu fosforilaciju. 
5.3.1. Uticaj LPS-a na translokaciju i isecanje kaspaza 
Efekat LPS-a na apoptozu je bio polno-nespecifičan i tkivno-specifičan. 
Naime, u PFC-u, LPS je kod oba pola izazvao apoptozu, sudeći po promenama u 
nivoima isečenog PARP-1 proteina u citosolu, kao i po promenama u nivou 
isečenih kaspaza. Ovi rezultati su u saglasnosti sa nekoliko drugih studija koje su 
pokazale da LPS može da izazove apoptozu u različitim tipovima moždanih ćelija 
(Cunningham i sar., 2005; Choi i sar., 2007), i da apoptoza u ovim ćelijama može da 
bude indukovana oslobađanjem mitohondrijskih medijatora uključenih u proces 
apoptoze (Yao i sar., 2012; Arsenijevic i sar., 2007). Sa druge strane, promene 
uočene u nivoima ovih proteina u hipokampusu pokazuju da LPS ni kod mužjaka ni 
kod ženki nije doveo da apoptoze u ovom moždanom tkivu, i ovi rezultati su u 
saglasnosti sa studijama koje su pokazale da se u nekim tipovima ćelija nakon 
tretmana LPS-om aktiviraju mehanizmi koji štite ove ćelije od apoptoze (Wang i 
sar., 2009; Sweeney i sar., 1998; Huang i sar., 2019).  
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U PFC-u ženki, LPS je doveo do translokacije svih analiziranih prokaspaza i 
isečenih formi kaspaza-9 i -3 iz mitohondrija u citosol, i do povećanja nivoa 
kaspaze-8 i isečene forme PARP-1 proteina u citosolu. Različite studije su povezale 
translokaciju prokaspaza i/ili njihovih isečenih formi iz mitohondrija u citosol sa 
gubitkom funkcije mitohondrijske membrane tokom oštećenja neurona i 
posledičnom apoptozom (Vaux, 2011; Qin i sar., 2001). Ovi događaji su verovatno 
direktna posledica inflamacije izazvane LPS-om, jer je pokazano da oslobađanje 
proinflamatornih citokina može da izazove aktivaciju receptora smrti i kaspaze-8, 
što dovodi do apoptoze (Haase i sar., 2008). Sa druge strane, u PFC-u mužjaka su 
uočene promene samo u unutrašnjem apoptotskom putu, i ove promene su bile 
praćene povišenim nivoom isečene kaspaze-9 i isecanjem PARP-1 proteina u 
citosolu. Nepromenjeni nivoi prekursorske i isečene kaspaze-8 u oba analizirana 
ćelijska odeljka ukazuju na to da spoljašnji apoptotski put u PFC-u mužjaka nije 
aktiviran LPS-om. Ovaj izostanak promena u nivoima prekursorske i isečene forme 
kaspaza-8 nakon tretmana LPS-om bi mogao da bude posledica povišenog nivoa 
serumskog kortikosterona koji je takođe uočen kod ovih životinja, i za koji je 
pokazano da može da inhibira FasL signalni put i inicijaciju spoljašnjeg 
apoptotskog puta u nekim ćelijama (D'Adamio i sar., 1997). 
Kada je u pitanju hipokampus, jedina promena uočena kod ženki nakon 
tretmana LPS-om jeste povišenje nivoa prokaspaze-8 u oba analizirana odeljka. 
Međutim, kako je za aktiviranje spoljašnjeg apoptotskog puta potrebno isecanje 
kaspaze-8, ove promene nisu izazvale apoptozu. Uočena neaktivnost spoljašnjeg 
apoptotskog puta bi mogla, kao što je već pomenuto, da bude posledica povišenog 
nivoa serumskog kortikosterona. Sa druge strane, izostanak  promena u 
unutrašnjem apoptotskom putu kod ovog pola bi se mogao objasniti promenama 
uočenim u nivoima analiziranih proteina BCL-2 familije, o čemu će biti više reči u 
narednom odeljku. Kada su u pitanju mužjaci, LPS je doveo do nagomilavanja 
prokaspaze-8 u mitohondrijama, kao i do pada nivoa isečene kaspaze-3 i 
posledičnog smanjenog isecanja PARP-1 proteina u citosolu. Smanjeni nivo isečene 
kaspaze-3 je već uočen nakon tretmana LPS-om, i mogao bi da bude mehanizam 
odbrane ćelija hipokampusa od apoptoze izazvane LPS-om (Newton i sar., 2002). 
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5.3.2. Uticaj LPS-a na proteine BCL-2 familije 
Efekti LPS-a na nivoe i distribuciju analiziranih proteina BCL-2 familije su 
bili polno- i tkivno-specifični. Naime, u PFC-u ženki, tretman je izazvao znake 
apoptoze podižući citosolne i mitohondrijske nivoe obe analizirane forme BID-a, 
dok bi povišenje nivoa BCL-2 proteina uočeno u mitohondrijama mužjaka moglo 
da ublaži štetne efekte LPS-a na apoptotske signalne puteve u mitohondrijama. Sa 
druge strane, odsustvo znakova apoptoze u hipokampusu ženki bi moglo da bude 
posledica translokacije BCL-2 proteina u mitohondrije i pada BAX-a u citosolu i 
prekursorske forme BID-a u oba odeljka. Međutim, podaci vezani za efekte LPS-a 
na članove BCL-2 porodice proteina su oskudni. Prema našem saznanju, do sada 
postoji samo jedna studija, sprovedena na ćelijama karcinoma, koja je pokazala da 
je apoptoza izazvana LPS-om posredovana povišenom ekspresijom BAX-a, ali bez 
promena u nivoima BCL-2 proteina (Sharifi i sar., 2010). 
Promene u nivoima proteina BCL-2 porodice su bile asocirane sa znacima 
apoptoze samo u PFC-u ženki, gde je LPS doveo do povišenog nivoa i prekursorske 
i isečene forme BID-a. Već je pokazano da je ovaj protein neophodan za apoptozu 
izazvanu receptorima smrti u brojnim tipovima ćelija, kao i da povezuje signale 
ovih receptora sa mitohondrijskim apoptotskim putem (Luo i sar., 1998). Takođe, 
ovi rezultati su pokazali da u PFC-u ovih životinja apoptoza može biti indukovana 
samo BID-om, bez uticaja BAX-a, što je pokazano i ranije (Brunelle i Letai, 2009). 
Sa druge strane, promene u nivoima ovih proteina detektovane u PFC-u 
mužjaka i hipokampusu ženki bi mogle da doprinesu zaštiti mitohondrija od 
štetnih efekata inflamacije. Naime, u PFC-u mužjaka i hipokampusu ženki je uočena 
translokacija citoprotektivnog BCL-2 proteina iz citosola u mitohondrije. Već je 
pokazano da ovaj protein može da zaštiti mitohondrije tako što funkcioniše kao 
antagonista proapoptotskim proteinima, poput BAX-a, BAK-a i BID-a nakon njihove 
aktivacije minociklinom (Wang i sar., 2004a). Relokacija BCL-2 proteina u 
mitohondrije je u PFC-u mužjaka bila praćena smanjenim nivoom BAX-a u oba 
analizirana ćelijska odeljka i zadržavanjem isečenog BID-a, kao i smanjenim 
nivoom BAX-a u citosolu i BID-a u oba odeljaka u hipokampusu ženki, što dodatno 
može da zaštiti mitohondrije od štetnog efekta LPS-a. Sličan antiapoptotski efekat 
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proteina BCL-2 porodice je već opisan nakon tretmana glukokortikoidima u 
ćelijama karcinoma i primarnim hepatocitima (Sasson i Amsterdam, 2003; Sasson i 
sar., 2001).  
5.3.3. Uticaj LPS-a na nivoe GR-a u mitohondrijama 
Smanjeni nivoi mitohondrijskog GR-a detektovani u PFC-u mužjaka i 
hipokampusu ženki bi mogli da doprinesu ublažavanju štetnih efekata LPS-a na 
mitohondrijske signalne puteve. Naime, pokazano je da osetljivost određenog 
ćelijskog tipa na apoptozu indukovanu glukokortikoidima korelira sa 
translokacijom GR-a u mitohondrije (Sionov i sar., 2006b). Iako je jedna studija 
pokazala da GR može da formira kompleks sa proteinom BCL-2 i da se na taj način 
translocira u mitohondrije (Du i sar., 2009), u ovoj studiji promene u nivoima GR-a 
nisu bile praćene promenama u nivoima BCL-2 proteina ni u PFC-u mužjaka, ni u 
hipokampusu ženki. Ova neusaglašenost ukazuje na to da neki dodatni mehanizmi 
mogu da utiču na formiranje GR/BCL-2 kompleksa. Na primer, pokazano je da je 
neophodna fosforilacija BCL-2 proteina za formiranje kompleksa sa GR-om, kao i 
da fosforilaciju ovog proteina mogu da izvrše MAPK (Maundrell i sar., 1997).  
Dalje, nivoi GR-a u mitohondrijama oba tkiva nisu bili asocirani sa 
povišenim nivoom serumskog kortikosterona uočenom u ovoj studiji. Ovi rezultati 
su u suprotnosti sa studijom koja je pokazala da su povišeni nivoi serumskog 
kortikosterona povezani sa translokacijom GR-a u mitohondrije, mitohondrijskom 
disfunkcijom i apoptozom (Sionov i sar., 2006a). Ova neusaglašenost se može 
objasniti time što ovaj proces u velikoj meri zavisi od trajanja tretmana i/ili nivoa 
kortikosterona (Du i sar., 2009). Ranija studija sprovedena u našoj laboratoriji je 
takođe pokazala slično odsustvo asocijacije mitohondrijske akumulacije GR-a u 
PFC-u ženki pacova i nivoa serumskog kortikosterona nakon izlaganja životinja 
hroničnom stresu (Adzic i sar., 2013).  
Pored toga, smanjeni nivo mitohondrijskog GR-a u PFC-u mužjaka i 
hipokampusu ženki je u oba slučaja bio praćen njegovim povišenim nivoom u 
jedru, što ukazuje na to da je u PFC-u mužjaka i hipokampusu ženki LPS doveo do 
redistribucije GR-a iz mitohondrija u jedro. U jedru, GR bi i dalje mogao da utiče na 
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mitohondrijski apoptotski put modulacijom ekspresije različitih jedarnih gena 
uključenih u regulaciju ovog signalnog puta, poput BCL-2 (Rogatsky i sar., 1999). 
5.3.4. Uticaj LPS-a na fosforilaciju mitohondrijskog GR-a i ekspresiju 
gena regulisanih ovim receptorom 
Padovi u nivoima mitohondrijskog GR-a u PFC-u mužjaka i hipokampusu 
ženki su bili praćeni promenama u fosforilaciji ovog receptora, kao i u njegovoj 
transkripcionoj aktivnosti. U PFC-u, smanjenje nivoa mitohondrijskog GR-a je bilo 
praćeno smanjenjem nivoa inhibitorne fosfoforme GR-a, pGR-246, i povećanjem 
odnosa GR-S232/GR-S246, i ove promene u fosforilaciji su bile praćene povišenim 
nivoima COX-1 i COX-3 iRNK kod mužjaka. Ovi rezultati ukazuju na to da je 
preostala količina receptora transkripciono više aktivna kod mužjaka tretiranih 
LPS-om u poređenju sa kontrolnim mužjacima, i sugerišu da bi transkripciona 
aktivnost GR-a u PFC-u mužjaka mogla da zavisi više od nivoa njegove fosforilacije, 
nego od nivoa ukupnog GR-a. Ovaj nalaz može da se objasni time što se kinetika 
regrutovanja ukupnog GR-a i njegovih fosfoformi pGR-232 i pGR-246 na GRE 
razlikuje između gena. Tačnije, pokazano je da su geni koji su kontrolisani sa manje 
GRE više zavisni od fosforilacija, dok su geni kontrolisani sa više GRE manje zavisni 
od fosforilacija (Blind i Garabedian, 2008). Kako su u okviru gena za COX-1 
subjedinicu uočena tri putativna GRE, a u okviru gena za COX-3 subjedinicu jedan 
(Sekeris, 1990), rezultati ove studije pokazuju da, iako je LPS uticao i na ukupan 
nivo GR-a i na njegovu fosforilaciju u mitohondrijama PFC-a mužjaka, 
transkripciona regulacija receptora u ovom slučaju izgleda da je više bila zavisna 
od fosforilacija. Sa druge strane, pad u nivou mitohondrijskog GR-a uočen u 
hipokampusu ženki je bio praćen smanjenom fosforilacijom ovog receptora na 
Ser232, kao i smanjenim nivoom COX-1 i COX-3 iRNK. 
Promene u ekspresiji COX-1 i COX-3 subjedinica ukazuju na to da bi LPS 
mogao da utiče na oksidativni kapacitet mitohondrija u PFC-u mužjaka i 
hipokampusu ženki na suprotan, ali i potencijalno negativan način (Liang i sar., 
2006). Naime, u PFC-u mužjaka, LPS bi mogao da poveća aktivnost citohrom c 
oksidaze, indukuje hiperpolarizaciju mitohondrijske membrane i oslobađanje ROS-
a, dovodeći tako do apoptoze (O'Reilly i sar., 2009). Međutim, uzimajući u obzir 
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rezultate ove studije vezane za nivoe ukupnog GR-a i proteina BCL-2 porodice, 
moguće je da efekat povišenog nivoa iRNK ove dve subjedinice i nije toliko 
drastičan. Naime, povišen nivo COX-1 i COX-3 iRNK može da bude povezan sa 
povišenom aktivnošću citohrom C oksidaze, koja je asocirana sa većim 
energetskim potrebama ovog tkiva u odgovoru na stress (Liang i sar., 2006). Sa 
druge strane, smanjeni nivoi iRNK ove dve subjedinice uočeni u hipokampusu 
ženki bi mogli da dovedu do smanjene aktivnosti citohrom C oksidaze, što bi moglo 
da naruši potencijal mitohondrijske membrane i da dovede do ćelijske smrti usled 
smanjene produkcije energije (Huttemann i sar., 2012). Međutim, uzimajući u obzir 
to što nisu uočene promene u nivoima isečenih formi kaspaza, kao ni promene u 
nivoima isečenog PARP-1 proteina kod ženki, efekat smanjenog nivoa COX-1 i COX-
3 iRNK ni kod ovog pola verovatno nije toliko dramatičan, i takođe oslikava neki 
vid adaptacije ćelije. U svakom slučaju, promene u oksidativnom metabolizmu i/ili 
signalizaciji koja vodi u apoptozu bi mogle da poremete neuralnu plastičnost, i na 
kraju da dovedu do promena u ponašanju koje su uočene u ovoj studiji. 
 
Dakle, LPS je imao polno-nespecifičan i tkivno- specifičan efekat na procese 
koji dovode do apoptoze u PFC-u i hipokampusu životinja oba pola – tačnije, doveo 
je do inicijacije apoptoze samo u PFC-u oba pola, pri čemu izgleda da je kod 
mužjaka taj efekat bio blaži. Snižen nivo GR-a i povišen nivo BCL-2 bi mogli imati 
značajnu ulogu u ublažavanju, odnosno sprečavanju štetnih efekte inflamacije na 
mitohondrijske signalne puteve koji su uočeni u mitohondrijama PFC-a mužjaka, 
odnosno hipokampusa ženki tretiranih LPS-om.  
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Rezultati ove studije su po prvi put pokazali da bi značajnu ulogu u 
posredovanju polno-specifičnih efekata inflamacije na mehanizme koji dovode do 
nastanka depresije mogao da ima GR, tačnije njegove fosfoforme, kako u jedru, 
tako i u mitohondrijama. Ovi rezultati bi mogli da doprinesu boljem razumevanju 
patofizioloških mehanizama koji povezuju inflamaciju i depresiju, što bi na kraju 
moglo da doprinese razvoju efektivnije terapije. Ukratko, zaključci ove disertacije 
su sledeći:  
I Iako je tretman LPS-om doveo do nastanka depresivnog ponašanja i stimulisao 
aktivnost HPA ose kod životinja oba pola, njegov efekat na procese 
uključene u nastanak depresivnog ponašanja i regulisane GR-om je bio 
polno specifičan.  
II Kod mužjaka, poremećaji u glukokortikoidnoj signalizaciji nastali usled tretmana 
LPS-om su bili praćeni različitim promenama u analiziranim moždanim 
strukturama - u PFC-u su bili praćeni promenama koje ukazuju na 
smanjenu neuroplastičnost i neuroinflamaciju, i povišenu oksidativnu 
fosforilaciju, dok su u hipokampusu bili praćeni poremećajima u 
serotoninskoj neurotransmisiji i narušenim neuroendokrinim procesima.  
III Kod ženki, LPS je poremetio glukokortikoidnu signalizaciju samo u 
hipokampusu, gde je doveo do smanjene transkripcije gena uključenih u 
neuroinflamaciju, neuroendokrinu funkciju, neurogenezu i neuropla-
stičnost, kao i do smanjene transkripcije gena uključenih u oksidativnu 
fosforilaciju.  
IV Efekat LPS-a na apoptotske procese je bio polno-nespecifičan i tkivno-specifičan 
- doveo je do aktiviranja apoptotskih procesa kod oba pola samo u PFC-u, s 
tim što je taj efekat bio blaži kod mužjaka.  
V Ublaženi efekat LPS-a na apoptozu u PFC-u mužjaka, odnosno sprečena apoptoza 
u hipokampusu ženki, su bili praćeni smanjenim nivoima mitohondrijskog 
GR-a i povišenim nivoima BCL-2 proteina. 
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Biografija autora 
Željka Brkić je rođena 24. oktobra 1989. godine u Beogradu. Završila je 
društveno-jezički smer gimnazije u Inđiji 2008. godine. Po završetku srednje škole 
je upisala osnovne akademske studije biologije na Departmanu za biologiju i 
ekologiju Prirodno-matematičkog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu, koje je 
završila 2012. godine sa prosečnom ocenom 9,56. Po završetku osnovnih studija je 
upisala master studije molekularne biologije, koje je završila 2013. godine. Sve 
ispite na master studijama predviđene studijskim progamom je položila sa 
prosečnom ocenom 9,80. Godine 2013. je odbranila master tezu pod nazivom 
,,Promene u sadržaju vode u različitim tkivima tokom dijapauze kukuruznog 
plamenca Ostrinia nubilalis Hbn'', pod mentorstvom prof. dr Jelene Purać. Školske 
2014/2015. godine je upisala doktorske studije biologije na Biološkom fakultetu 
Univertziteta u Beogradu, modul Eksperimentalna neurobiologija, na Katedri za 
opštu fiziologiju i biofiziku. 
Od 15. februara 2014. je zaposlena u Laboratoriji za molekularnu biologiju i 
endokrinologiju Instituta za nuklearne nauke ,,Vinča’’ na projektu III41209 
„Definisanje klastera molekularnih biomarkera za poboljšanje i terapiju 
poremećaja raspoloženja“, finansiranom od strane Ministarstva prosvete, nauke i 
tehnološkog razvoja Republike Srbije, pod rukovodstvom dr Miroslava Adžića, 
višeg naučnog saradnika INN „Vinča“. 
Istraživačka aktivnost Željke Brkić je fokusirana na izučavanje uticaja 
neuroinflamacije u patofiziologiji depresivnih poremećaja, sa posebnim 
interesovanjem za modulaciju funkcije glukokortikoidnog receptora, kao i 
proučavanje uticaja pola na patogenezu ovog poremećaja. Autor je 3 i koautor 6 
radova u vodećim međunarodnim časopisima, kao i brojnih međunarodnih i 
domaćih kongresnih saopštenja štampanih u celini i izvodu. 
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Изјава о ауторству 
 
 
 
 
Потписани-a: Жељка Бркић 
Број индекса: Б3043/2014 
 
 
 
 
Изјављујем 
 
да је докторска дисертација под насловом „Повезаност фосфорилационог 
статуса глукокортикоидног рецептора и понашања пацова оба пола у 
неуроинфламаторном моделу депресије “ 
 
 
• резултат сопственог истраживачког рада, 
• да предложена дисертација ни у целини ни у деловима није била 
предложена за добијање било које дипломе према студијским програмима 
других високошколских установа, 
• да су резултати коректно наведени и 
• да нисам кршила ауторска права и користила интелектуалну својину 
других лица. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Потпис докторанда 
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Изјава o истоветности штампане и електронске 
верзије докторског рада 
 
 
 
 
Име и презиме аутора: Жељка Бркић 
Број индекса: Б3043/2014 
Студијски програм: Експериментална неуробиологија 
 
 
 
Наслов рада „Повезаност фосфорилационог статуса глукокортикоидног 
рецептора и понашања пацова оба пола у неуроинфламаторном моделу 
депресије“ 
Ментори: др Мирослав Аџић и проф. др Надежда Недељковић 
Потписана: Жељка Бркић 
 
 
Изјављујем да је штампана верзија мог докторског рада истоветна 
електронској верзији коју сам предала за објављивање на порталу 
Дигиталног репозиторијума Универзитета у Београду. 
 
Дозвољавам да се објаве моји лични подаци везани за добијање академског 
звања доктора наука, као што су име и презиме, година и место рођења и 
датум одбране рада. 
 
Ови лични подаци могу се објавити на мрежним страницама дигиталне 
библиотеке, у електронском каталогу, и у публикацијама Универзитета у 
Београду. 
 
 
 
 
 
Потпис докторанда 
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Изјава о коришћењу 
 
 
Овлашћујем Универзитетску библиотеку „Светозар Марковић“ да у 
Дигитални репозиторијум Универзитета у Београду унесе моју докторску 
дисертацију под насловом: „Повезаност фосфорилационог статуса 
глукокортикоидног рецептора и понашања пацова оба пола у 
неуроинфламаторном моделу депресије“ која је моје ауторско дело. 
 
Дисертацију са свим прилозима предала сам у електронском формату 
погодном за трајно архивирање. 
 
Моју докторску дисертацију похрањену у Дигитални репозиторијум 
Универзитета у Београду могу да користе сви који поштују одредбе садржане 
у одабраном типу лиценце Креативне заједнице (Creative Commons) за коју 
сам се одлучила. 
 
 
1. Ауторство 
2. Ауторство - некомерцијално 
3. Ауторство – некомерцијално – без прераде 
4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима 
5. Ауторство – без прераде 
6. Ауторство – делити под истим условима 
(Молимо да заокружите само једну од шест понуђених лиценци, кратак опис 
лиценци дат је на полеђини листа). 
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1. Ауторство - Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање 
дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 
или даваоца лиценце, чак и у комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од 
свих лиценци. 
 
2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и 
јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин 
одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава 
комерцијалну употребу дела. 
 
3. Ауторство - некомерцијално – без прераде. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или 
употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од 
стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну 
употребу дела. У односу на све остале лиценце, овом лиценцом се ограничава 
највећи обим права коришћења дела. 
 
4. Ауторство - некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате 
умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се 
наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и 
ако се прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца 
не дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 
 
5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом 
делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или 
даваоца лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 
 
6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора 
на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 
дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 
комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 
односно лиценцама отвореног кода. 
 
